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RESUMO
Avaliacdo Da Producdo De Kombucha A Partir De Diferentes Substratos Sustentaveis
A kombucha, uma bebida fermentada a base de cha, acUcares e uma cultura simbibtica de
bactérias e leveduras (SCOBY), vem ganhando popularidade devido aos seus beneficios a
saude. Tradicionalmente, ela é feita com cha preto ou verde e acUcar refinado, porém este
trabalho explorou a utilizacao de substratos alternativos, como o trub, residuo de cervejarias,
a milhocina, subproduto da industria de amido, e o0 melaco, subproduto da inddstria de acUcar.
Este estudo investigou a producao de kombucha utilizando diferentes substratos sustentaveis,
visando a otimizacdo do processo fermentativo e caracterizacdo sensorial da bebida. A
pesquisa foi conduzida em trés etapas principais: planejamento experimental com 27
substratos formulados com diferentes concentracfes e tipos de fontes de nitrogénio e
carbono; andlise cinética da fermentagcédo de kombucha para os substratos mais promissores;
e andlise sensorial comparativa entre as kombuchas produzidas. As variaveis analisadas
incluiram a taxa e concentracdo de agucares residuais, acidez volatil, contetudo fendlico total
(CFT) e a graduacéo alcodlica. Os resultados indicaram que os substratos contendo melaco
apresentaram maior acidez volatil e contetdo fendlico, superando os valores registrados nos
substratos com agucar refinado. A fonte de nitrogénio também influenciou o perfil fermentativo,
com a milhocina e o trub sendo eficientes no suporte ao crescimento microbiano. A andlise
estatistica revelou que as interagbes entre as fontes de nitrogénio e carbono foram
significativas para a producgéo de acidos e consumo de acucares. Adicionalmente, a cinética
de fermentagdo demonstrou que, para 0s substratos selecionados, o tempo O6timo de
fermentacgédo foi de 8 dias, com maxima produtividade de &cidos organicos sendo alcangada
nesse periodo. A kombucha produzida com substratos alternativos apresentou caracteristicas
similares a kombucha tradicional, com vantagem de serem economicamente viaveis e
ambientalmente sustentaveis, promovendo a valorizacdo de residuos agroindustriais. Em
termos sensoriais, a kombucha foi considerada aceitavel, porém necessita-se de melhorias a
fim de tornar o sabor menos acidos. Este estudo reforca o potencial de inovagéo na producao
de kombucha, utilizando substratos ndo convencionais, como trub, milhocina e melago, para
otimizar o processo fermentativo e produzir uma bebida com alto valor agregado, tanto
nutricional quanto sensorial, além de contribuir para a sustentabilidade na cadeia produtiva de

alimentos.

Palavras-chave: kombuchas analogas, residuos agroindustriais, milhocina, trub, melaco.



ABSTRACT
Evaluation Of Kombucha Production From Different Sustainable Substrates
Kombucha, a fermented beverage made from tea, sugars, and a symbiotic culture of bacteria
and yeast (SCOBY), has been gaining popularity due to its health benefits. Traditionally, it is
made with black or green tea and refined sugar. Still, this study explored the use of alternative
substrates such as trub (a brewery byproduct), corn steep liquor (a byproduct of the starch
industry), and molasses (a byproduct of the sugar industry). This study investigated kombucha
production using different sustainable substrates, aiming to optimize the beverage's
fermentation process and sensory characterization. The research was conducted in three main
stages: experimental design with 27 substrates formulated with different concentrations and
types of nitrogen and carbon sources; kinetic analysis of kombucha fermentation for the most
promising substrates; and a comparative sensory analysis of the kombuchas produced. The
analyzed variables included the rate and concentration of residual sugars, volatile acidity, total
phenolic content (TPC), and alcohol content. The results indicated that substrates containing
molasses exhibited higher volatile acidity and phenolic content, surpassing the values
recorded in substrates with refined sugar. The nitrogen source also influenced the fermentation
profile, with corn steep liquor and trub proving efficient in supporting microbial growth.
Statistical analysis revealed that interactions between nitrogen and carbon sources were
significant for acid production and sugar consumption. Additionally, the fermentation kinetics
demonstrated that the optimal fermentation time for the selected substrates was 8 days, with
maximum production of organic acids achieved during this period. Kombucha produced with
alternative substrates exhibited characteristics similar to traditional kombucha, with the added
advantage of being economically viable and environmentally sustainable, promoting the
valorization of agro-industrial byproducts. Regarding sensory evaluation, the kombucha was
considered acceptable, although improvements are needed to reduce its acidic flavor. This
study reinforces the potential for innovation in kombucha production, using unconventional
substrates such as trub, corn steep liquor, and molasses. By optimizing the fermentation
process, we produced a beverage with high nutritional and sensory value. More importantly,
this approach contributes significantly to sustainability in the food production chain, a

responsibility we all share and should take pride in.

Keywords: analogous kombuchas, agro-industrial byproducts, milhocina, trub, molasses.



RESUMEN
Evaluacion De La Produccion De Kombucha A Partir De Diferentes Sustratos Sostenibles
La kombucha, una bebida fermentada a base de té, azlcares y una cultura simbidtica de
bacterias y levaduras (SCOBY), ha ganado popularidad debido a sus beneficios para la salud.
Tradicionalmente, se elabora con té negro o verde y azlcar refinado; sin embargo, este trabajo
exploré el uso de sustratos alternativos, como el trub, un residuo de cervecerias; la milhocina,
un subproducto de la industria del almidén; y la melaza, un subproducto de la industria
azucarera. Este estudio investigé la produccién de kombucha utilizando diferentes sustratos
sostenibles, con el objetivo de optimizar el proceso fermentativo y caracterizar sensorialmente
la bebida. La investigacion se llevo a cabo en tres etapas principales: disefio experimental con
27 sustratos formulados con diferentes concentraciones y tipos de fuentes de nitrdgeno y
carbono; andlisis cinético de la fermentacion de kombucha para los sustratos mas
prometedores; y analisis sensorial comparativo entre las kombuchas producidas. Las
variables analizadas incluyeron la tasa y concentracion de azucares residuales, acidez volatil,
contenido fendlico total (CFT) y el grado alcohdlico. Los resultados indicaron que los sustratos
que contenian melaza presentaron mayor acidez volatil y contenido fendlico, superando los
valores registrados en los sustratos con azUcar refinado. La fuente de nitrégeno también
influyé en el perfil fermentativo, siendo la milhoquina y el trub eficientes para apoyar el
crecimiento microbiano. El andlisis estadistico reveld que las interacciones entre las fuentes
de nitrégeno y carbono fueron significativas para la produccion de acidos y el consumo de
azucares. Ademas, la cinética de fermentacion mostr6 que, para los sustratos seleccionados,
el tiempo optimo de fermentacién fue de 8 dias, alcanzandose en ese periodo la maxima
productividad de &cidos organicos. La kombucha producida con sustratos alternativos
presentd caracteristicas similares a la kombucha tradicional, con la ventaja de ser
econdémicamente viable y ambientalmente sostenible, promoviendo la valorizacién de residuos
agroindustriales. En términos sensoriales, la kombucha fue considerada aceptable, aunque
se identificé la necesidad de mejorar el perfil de sabor para reducir la percepcion de acidez.
Este estudio refuerza el potencial innovador en la produccién de kombucha mediante el uso
de sustratos no convencionales, como el trub, la milhocina y la melaza, para optimizar el
proceso fermentativo y producir una bebida con alto valor agregado, tanto nutricional como

sensorial, contribuyendo ademas a la sostenibilidad en la cadena productiva de alimentos.

Palabras clave: kombuchas andalogas, residuos agroindustriales, milhoquina, trub, melaza.
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1 INTRODUCAO

As bebidas ja estdo presentes no cotidiano desde a antiguidade, desde a
indispensavel agua, representando até 70% do volume do corpo humano e presente em
basicamente todas as composi¢cdes de bebidas, até os mais rebuscados coquetéis. De acordo
com a legislacéo brasileira, Lei n°8.918/1994, as bebidas séo todo produto industrializado,
destinado a ingestdo humana, em estado liquido, sem finalidade medicamentosa ou
terapéutica. De forma geral, divide-se as bebidas em alcodlicas, sendo estas fermentadas
(como vinho, cerveja e cidra) ou destilados (como vodca, tequila e uisque), e ndo alcodlicas,
como refrigerantes, sucos, bebidas lacteas (como leite e iogurte) e estimulantes (como chas
e café) (ELEUTERIO, 2014; VENTURINI FILHO, 2010). Nos ultimos anos, ha uma tendéncia
de um novo perfil de consumidor que estd mais preocupado com a saude e com questdes
ambientais, abrindo espaco para a gastronomia funcional.

Acompanhando este novo direcionamento, surgem as bebidas funcionais que séo
saudaveis e oferecem diversos nutrientes, como agua de coco, suco de agai ou guarand, cha
verde, entre outros. A kombucha surge neste ambito, sendo uma bebida fermentada
produzida através do extrato de Camellia sinensis com adicdo de agucar e de uma cultura
simbidtica de bactérias e leveduras (em inglés symbiotic culture of bacteria and yeast,
SCOBY), passando por um processo de fermentacéo com duragéo de 7 a 15 dias comumente.
Esse cha fermentado possui componentes como aminoacidos, acidos organicos, vitaminas,
minerais, polifendis, aclcares, antioxidantes, taninos, entre outras substancias que a tornam
uma bebida funcional com grandes beneficios a salude (LEAL et al., 2018; MIRANDA et al.,
2022).

O uso de outros ingredientes para preparar kombucha ja é discutido na literatura,
utilizando como substitutos para as fontes tradicionais de nitrogénio e/ou carbono, como o
trub e o melaco-de-cana respectivamente. Trub é um residuo imido das industrias cervejeiras
com alto teor de substancias organicas e quantidades de nitrogénio, fibras e proteinas, além
de alguns acucares sendo a glicose e a xilose os mais abundantes; possui um contetido de
substancias bioativas relevantes como compostos fendlicos, taninos e acidos amargos. O
melaco de cana-de-acUcar é um subproduto da indastria de aclcar que encontrou uso na
indastria alimenticia como adocgante alternativo que possui uma fonte de carbono abundante
em sacarose (ANGELA et al., 2020; DESEO et al., 2020; SARAIVA et al., 2018).

Conforme a fermentacdo da kombucha ocorre, sabe-se que 0s microrganismos
consomem a sacarose, glicose e frutose, assim suas concentracbes diminuem enquanto

surge uma maior concentracdo de etanol, produzido pelas leveduras, e &cidos, produzido
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pelas bactérias. Este 4cido produzido faz com que o pH da kombucha diminua com o tempo
durante a fermentacdo, sendo os principais o acido glucénico, glucurdnico e acético. Além
disso, encontram-se também presentes na composi¢ao da kombucha vitaminas, aminoacidos,
proteinas, enzimas e outros produtos metabdlicos das bactérias e leveduras (BISHOP et al.,
2022; KITWETCHAROEN et al., 2023; LEAL et al., 2018).

A soma destes componentes produzidos pelo consorcio microbiano e 0s compostos
obtidos pela infusdo de chas estrutura uma bebida potencialmente probidtica com possiveis
beneficios para a satde humana, mesmo que sem muitas evidéncias cientificas baseadas em
testes com humanos. Ainda assim, baseados em investigacfes clinicas, sabe-se de seus
efeitos anticancer, antioxidante, antibacteriano, antifangico, hepatoprotetor e anti-inflamatério;
além disso, pode auxiliar na desintoxicagéo, diminuicdo dos niveis de colesterol e pressao,
disturbios hormonais, manutencédo da microbiota intestinal, aumento da imunidade e estimula
o metabolismo, também melhorando aspectos estéticos como saude da pele, cabelo e unhas
(KITWETCHAROEN et al., 2023; LEAL et al., 2018; MOUSAVI et al., 2020).

Em funcdo de todos estes beneficios, o mercado de kombuchas vem crescendo
significativamente, com o surgimento de diversas marcas oferecendo uma ampla variedade
de sabores e ingredientes adicionais, como frutas e especiarias. Pesquisas de mercado
mostram que as vendas de kombucha atingiram a marca de US$ 2,72 bilh6es no ano de 2022
a uma taxa de crescimento anual composta de 22,5% no periodo de 2018-2022 (EXPERT
MARKET RESEARCH, 2023).

Considerando esta dindmica de mercado, a producéo de kombuchas e uma busca da
sociedade por estilo de vida saudavel, este trabalho tem por objetivo avaliar a producdo de
kombucha a partir de diferentes substratos, analisar a composi¢cdo quimica e cinética do
processo de fermentacdo da kombucha, além de aplicar andlise estatistica e sensorial

realizada com uma determinada populagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producado de kombucha utilizando de residuos agroindustriais como substrato,
investigando a cinética do processo de fermentacdo e aplicando andlise estatistica e
sensorial.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar producdo de kombuchas a partir planejamento experimental com diferentes
fontes e concentracBes de nitrogénio e carbono;

e Selecionar a kombucha com o menor teor de acUcar residual e etanol e maior
concentracd@o de acidez volétil e contetdo fendlico;

e Analisar a cinética de fermentacdo da kombucha para os substratos selecionados e
definir o melhor tempo de fermentacgéo;

e Aplicar andlise sensorial em relacdo aos atributos de aparéncia, sabor e aroma das
kombuchas selecionadas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bebidas Funcionais

Com o aumento de doencas crbnicas e degenerativas a busca por novas formas de
tratamento e prevencdo aumentaram, somado a uma ampla divulgacdo da relacdo entre
alimentacéo e saude. Logo, entende-se que uma dieta adequada vai além de apenas fornecer
energia e 0s nutrientes essenciais, mas também de desempenhar uma importante fungéo na
manutencdo do organismo e prevencgdo de doengas. Os alimentos funcionais séo definidos
como os produtos alimenticios que, além de satisfazer a fome e fornecer nutrientes ao ser
humano, tém efeitos fisiolégicos vantajosos, inclusive na prevencdo e no tratamento de
doencas. Esses produtos podem variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia,
suplementos dietéticos, alimentos geneticamente construidos até alimentos processados e
derivados de plantas, tendo como principais exemplos compostos bioativos os fitoquimicos,
terpendides, compostos nitrogenados, metabdlitos fendlicos, acidos graxos, polinsaturados,
oligossacarideos e polissacarideos, fibras, prebiéticos e probidticos (BAPTISTA, 2013;
WANG; SOYAMA; LUO, 2016).

Entre os alimentos funcionais encontram-se laticinios, bebidas, cereais, produtos de
panificagdo, massas, entre outros, ndo havendo limitacdo para a aplicagdo de melhorias. As
bebidas funcionais desempenham um papel importante na alimentacéo através da reposicao
de diversos nutrientes, como vitaminas, minerais, polifenéis, compostos antioxidantes, entre
outros. Geralmente, diferentes compostos podem ser adicionados nas bebidas tornando-a
complexa, mas com extensa capacidade de auxilio ao organismo; diversos estudos
demonstram que para aumentar a absor¢do de nutrientes, as bebidas necessitam de
carboidratos e sodio a fim de estimular a absorc¢édo e retencdo de fluidos, colaborando para a
hidratac&o do corpo e absorcéo de outros compostos (BROUNS; KOVACS, 1997; MENDIOLA
et al., 2008; WANG; SOYAMA; LUO, 2016).

As bebidas funcionais podem ser divididas em quatro categorias: as bebidas
energéticas que sao estimulantes e de rapida absorcédo, podendo conter cafeina, taurina,
guarana ou ginseng; as bebidas enriquecidas que sado aquelas fortificadas com vitaminas,
minerais ou outros ingredientes funcionais, com objetivo de promover o aumento da ingestao
de nutrientes; as bebidas desportivas que sao as que beneficiam o atleta durante e apés a
realizacdo de um treino ou atividade esportiva, incluindo as bebidas iso, hipo e hiperténicas;

e por fim, as bebidas nutracéuticas que funcionam com a combinacdo de ingredientes para
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promover a melhoria na performance mental ou fisica ou algum outro propésito especifico
(BAPTISTA, 2013).

Além disso, 0 uso crescente da biotecnologia no desenvolvimento de alimentos e
bebidas funcionais voltados a saude e bem-estar do consumidor tem se tornado um foco
significativo de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo. Este aumento nas pesquisas esta
aproximando a kombucha e outros produtos fermentados ndo tradicionais ao mercado
consumidor. Simultaneamente, estratégias de marketing tém se concentrado em disseminar
informacdes e esclarecer aos consumidores sobre a aplicacdo, qualidade e seguranca dos
alimentos e produtos biotecnolégicos. A expansado do mercado para produtos alimenticios
biotecnoldgicos é destacada como uma acéo futura crucial, conforme delineado no Roadmap
de Biotecnologia 2031 (SISTEMA FIEP, 2019).

3.2 Kombucha

O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) define através da Instrucdo
Normativa (IN) n® 41/2019, que kombucha é a bebida fermentada obtida através da respiragao
aerodbia e fermentacdo anaerdbia do mosto obtido pela infuséo ou extrato de Camellia sinensis
e acUcares por cultura simbiotica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas. Nesta
IN também sdo determinados os ingredientes obrigatérios para a produgdo de kombucha:
agua potavel, infusdo ou extrato aguoso de Camellia sinensis (cha preto, verde, oolong etc.)
como fonte de nitrogénio, aglcares como fonte de carbono e a cultura simbiética de bactérias
e leveduras (do inglés, symbiotic culture of bacterias and yeasts, SCOBY) (MAPA, 2019a).

O processo tradicional para produgé&o de kombucha conta com cha verde ou preto, que
com adicdo de sacarose sdo considerados o substrato perfeito para a fermenta¢cdo. Ambos
os chas séo a fonte principal de nitrogénio para a fermentagédo, mas cada tipo de cha pode
trazer diferentes composi¢cfes e caracteristicas sensoriais. Como fonte principal de carbono
tem-se o aclcar, sendo majoritariamente utilizado o acucar refinado em concentracdes que
podem variar a depender do produto desejado. A concentracao de aclcar é extremamente
importante para o crescimento dos microrganismos presentes na fermentacao, visto que o
mesmo o utilizam para producdo de energia (JAKUBCZYK et al., 2020; MIRANDA et al.,
2022).

O processo de fermentacdo da kombucha acontece em duas etapas, sendo a primeira
fermentacé@o aerdbica e durando de 7 a 21 dias. Posteriormente, é feita a saborizacao da
kombucha, onde ingredientes como frutas, especiarias, ervas e outros sdo adicionados, para

entdo realizar a segunda fermentagcdo, sendo esta anaerdbica. As concentragbes dos
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substratos, o tempo, a temperatura e o SCOBY sao os principais responsaveis pela
concentracdo de substancias organicas resultantes do processo fermentativo e que
desenvolverdo as propriedades benéficas da bebida, além do sabor e aroma caracteristico
descrito como &cido e carbonatado (COELHO et al., 2020; LEAL et al., 2018; MIRANDA et al.,
2022).

Todo este desenvolvimento € promovido pelo SCOBY, que traz consigo todo o
consdrcio microbiano que realiza o processo de fermentacdo, mantidos em um biofilme
formado por celulose bacteriana (MOUSAVI et al., 2020). As bactérias e leveduras presentes
podem ser diferentes para cada producao, o que torna cada SCOBY um consércio microbiano
anico; ainda assim, 0os microrganismos predominantes do SCOBY sao as bactérias acido
acéticas, tais como os géneros Komagataeibacter, Acetobacter e Gluconobacter, e leveduras,
principalmente Brettanomyces, Saccharomyces e Zygosaccahromyces; também encontram-
se em menores porcentagens as bactérias acido lacticas, principalmente o género
Lactobacillus (BISHOP et al., 2022; KITWETCHAROEN et al., 2023; LEAL et al., 2018;
MIRANDA et al., 2022).

3.2.1 Historia e popularizagdo da kombucha

A histéria da kombucha é misteriosa ndo se sabendo muito sobre sua origem, mas
acredita-se que tenha iniciado sua utilizacao no leste asiatico, em meados de 220 a.C. durante
a Dinastia Tsin, por suas propriedades desintoxicantes e energizantes. O consumo de cha,
bebida originalmente definida como a infusdo das folhas de Camellia sinensis, sempre foi
bastante comum na China, mas a origem de sua fermentag&o € desconhecida; muitas lendas
informam que a busca de um elixir que trouxesse a vida eterna era um grande enfoque entre
médicos e estudiosos da época, que acidentalmente acabaram descobrindo a kombucha e
conhecendo suas propriedades desintoxicantes e energizantes. Por conta das rotas
comerciais, a bebida foi se espalhando pelo leste asiatico chegando a paises como india,
Coréia, Japao, Filipinas e Russia; conta-se historias de que, em 414, o Doutor Kombu levou
o “fungo do ch&” da Coréia ao Japao a fim de curar os problemas digestivos do imperador.
Quando a kombucha foi introduzida na Russia pelos mercantes orientais, ela se espalhou pelo
pais até chegar a Europa, se difundindo pela Alemanha e outros paises (BISHOP et al., 2022;
COELHO et al., 2020; DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

Com a crescente difusdo da kombucha sendo compartilhada entre amigos e a
popularizacdo de suas propriedades benéficas, a bebida rapidamente alcancou proporcdes

BN

mundiais, levando ao surgimento de diversas empresas dedicadas a sua producdo. A
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industrializacdo da Kombucha teve inicio em 1990 na Califérnia, Estados Unidos, um marco
que impulsionou a expansdo do mercado. Atualmente, a maioria das empresas produtoras de
Kombucha esta localizada nos Estados Unidos e Canada, destacando-se também paises
como México, Espanha e Australia (BARROS; BOTELHO; CHISTE, 2024). No Brasil, a
Kombucha ganhou popularidade a partir de 2018, culminando na implementacdo de
regulamentacdes especificas em 2019. Essas regulamentacdes tém sido fundamentais para
garantir a qualidade e seguranca do produto no mercado nacional, refletindo um crescimento
significativo tanto em producdo quanto em consumo (MAPA, 2019a).

Atualmente, a maior preocupag¢do com a saude e bem-estar, além da conscientizacdo
para consumo de produtos mais naturais, tem impulsionado as vendas de kombucha no
mercado que cresce significativamente, inclusive com o surgimento de diversas marcas
produtoras. Pesquisas de mercado mostram que as vendas de kombucha atingiram a marca
de US$ 2,72 bilhGes no ano de 2022 a uma taxa de crescimento anual composta de 22,5%
no periodo de 2018-2022 e, possivelmente, atingird a marca de US$ 10,3 bilhdes em 2028,
com uma taxa de 24,8% prevista para o periodo de 2023-2028 (EXPERT MARKET
RESEARCH, 2023).

3.2.2 Legislagéo Vigente para kombucha

Assim como qualquer bebida, a kombucha esta sujeita a regulamentacdes que
asseguram sua padronizagdo e adequacdo ao consumo humano. No Brasil, a Instrugédo
Normativa (IN) n® 41, de 17 de setembro de 2019, expedida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é o principal ato normativo que regulamenta e define os
padrbes de identidade e qualidade da kombucha em todo o territério nacional (MAPA, 2019a).
Apesar disso, outras legislacdes abrangentes podem estar relacionadas a produgédo e
comercializacao de kombucha, especialmente por meio de regulamentacdes gerais aplicaveis
a bebidas fermentadas.

A Lein®8.918, de 14 de julho de 1994, estabelece os padrbes gerais para a producdo
e comercializacdo de bebidas no Brasil, definindo categorias de produtos regulamentados,
incluindo as bebidas fermentadas, como a kombucha (BRASIL, 1994). Complementando essa
lei, 0 Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, detalha os padrbes de identidade e qualidade
para diversas bebidas, além de requisitos para rotulagem, fabricacdo e comercializacao
(BRASIL, 2009). Embora a kombucha n&do seja mencionada especificamente, sua

categorizacao como fermentado acético permite que seja abrangida por essas disposicoes.
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Além disso, diversas Instru¢cdes Normativas (INs) contribuem para a regulamentacao
técnica da producédo de bebidas: a IN n°® 5, de 31 de marco de 2000: aprova 0 Regulamento
Técnico para a fabricacdo de bebidas e vinagres, incluindo orientagdes para controle de
gualidade, composicao e processos de fabricacdo (MAPA, 2000); a IN n° 55, de 18 de outubro
de 2002: estabelece critérios para rotulagem e denominacédo de produtos, sendo relevante
para produtores de kombucha que precisam atender as normas de identificacdo e
apresentacdo (MAPA, 2002); e a IN n° 24, de 8 de setembro de 2005: aprova o Manual
Operacional de Bebidas e Vinagre, contendo protocolos para andlise fisico-quimica e padrdes
oficiais para registros de bebidas fermentadas (MAPA, 2005).

A regulamentacao também se estende aos fermentados acéticos, com a IN n° 6, de 3
de abril de 2012, que define os padrbes de identidade e qualidade dessa categoria de bebidas
(MAPA, 2012a). Complementarmente, a IN n° 34, de 29 de novembro de 2012, detalha
padrées para fermentados como sidra, hidromel, e outros similares (MAPA, 2012b). Ambas
foram alteradas pela IN n® 16, de 19 de mar¢co de 2020, que proibe o uso de aglcar na
elaboracéo de fermentados de fruta destinados a producédo de fermentados acéticos (MAPA,
2020). Finalmente, a IN n° 75, de 31 de dezembro de 2019, estabelece critérios analiticos
para fiscalizacdo e controle de bebidas fermentadas, vinhos e derivados, tanto nacionais
guanto importados (MAPA, 2019b).

Apesar da IN n° 41/2019 ser o Unico ato normativo especifico para kombucha, estas
outras legislacbes aplicaveis a producdo geral de bebidas, bebidas fermentadas e
fermentados acéticos fornecem um arcabouco regulatério importante para sua producgéo e

comercializacao.

3.2.3 Propriedades da kombucha

A unido das substancias provindas do substrato juntamente com o0s compostos
formados durante a fermentacao torna a kombucha uma bebida rica em compostos organicos
e inorganicos capazes de proporcionar diversos beneficios a saude humana. Polifendis,
acucares, acidos organicos, fibras, etanol, aminoacidos, aminas bioativas, purinas, lipidios,
proteinas, minerais (cobre, ferro, manganés, niquel, zinco etc.), vitaminas, dioxido de
carbdnico e substancias antibidticas sdo alguns dos componentes que podem estar presentes
na kombucha e contribuem para as suas propriedades nutricionais (KITWETCHAROEN et al.,
2023; LEAL et al., 2018; MIRANDA et al., 2022).

Na kombucha, ja foram identificados diversos acidos organicos e compostos fendlicos,

especialmente flavonoides, que contribuem para o aumento da propriedade antioxidante
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reduzindo a quantidade de radicais livres e, consequentemente, impedindo que as células
sofram estresse oxidativo. Esta propriedade pode estar relacionada com a melhoria em
atividades metabdlicas do corpo, como a diminui¢ao de inflamac®@es, reducéo das chances de
doencas cardiovasculares e melhora da imunidade e aparéncia de pele, cabelo e unhas.
Ademais, estuda-se a capacidade anticAncer da kombucha, ja que os polifendis provindos do
cha podem impedir a alteracdo genética inibindo a propagacédo e promovendo a apoptose de
diversos tipos de células cancerigenas; também é observado o equilibrio do pH do sangue
em pessoas em tratamento (CARDOSO et al., 2020; KITWETCHAROEN et al.,, 2023;
MOUSAVI et al., 2020).

Estuda-se também a capacidade da kombucha atuar como antimicrobiano e antifangico
contra bactérias e fungos patogénicos, respectivamente, ja que os microrganismos do SCOBY
produzem metabdlitos, como &cidos organicos e catequinas, capazes de inibir o crescimento
de patégenos; para a kombucha, a concentracdo minima de inibicdo foi considerada de
250 yL/mL para bactérias gram-positivas e gram-negativas, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli respectivamente (CARDOSO et al., 2020; KITWETCHAROEN et al., 2023;
MIRANDA et al., 2022; MOUSAVI et al., 2020).

Ademais, a kombucha possui vitaminas do complexo B, C e E e minerais que sao
essenciais nas vias metabdlicas e diferentes funcdes fisiologicas; também ja foram
observadas propriedades antidiabéticas, reducdo de colesterol e pressdo sanguinea,
propriedades como melhora da circulagdo, suporte ao sistema imunolégico e nervoso,
estimulo & desintoxicagdo e as funcdes gastrointestinais e mantem o equilibrio hormonal.
Entretanto, é importante salientar que os estudos séo realizados predominantemente em
animais ou in vitro, em culturas de células de animais ou humanos, ndo havendo evidéncias
ainda que sustentem esses beneficios a salde humana (JAKUBCZYK et al., 2020;
KITWETCHAROEN et al., 2023; MIRANDA et al., 2022; XU et al., 2020).

3.2.4 Pesquisas e tendéncias

Dentre as pesquisas realizadas com kombucha, h& interesse sobre a preparacdo de
kombuchas andlogas, ou seja, onde se utiliza de outros ingredientes nao tradicionais na
primeira fermentacao da kombucha a fim de obter uma bebida com diferentes perfis quimicos
e sensoriais. E de grande interesse a utilizag&o de residuos agroindustriais como efluentes de
vinicolas, subprodutos da fabricacdo de polpas e sucos, cascas de frutas ou arvores e outros
mais que serdo valorizados e enriquecerdo a kombucha com diversos compostos bioativos
(CUBAS et al., 2023; LEONARSKI et al., 2022).
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Para a utilizacdo destes residuos muitas vezes sS80 necessarios processos como
secagem, infusdo, trituracdo, esterilizacdo, diluicdo, entre outros a fim de que possam ser
utiizados para a preparacdo da kombucha, entregando um produto fermentado com
caracteristicas organolépticas e nutricionais para os consumidores garantindo a padronizacéo
e qualidade. Mesmo assim, a utlizacdo dos residuos agroindustriais € uma incrivel
oportunidade por ser sdécio, econdmico e ambientalmente sustentavel (CUBAS et al., 2023;
LEONARSKI et al., 2022).

No Quadro 1 sdo apresentadas literaturas que utilizaram diferentes fontes de
nitrogénio e carbono na primeira fermentacdo para a producdo de kombuchas andlogas.
Assim, é possivel observar diversas maneiras de produzir kombucha por meio da fermentacao

de diferentes substratos com variadas fontes de nitrogénio e carbono.

Quadro 1 — Diferentes fontes de nitrogénio e carbono para preparo de kombucha

Fonte de Nitrogénio Fonte de Carbono Referéncia
Cha verde e café 100% Saito, Santos e Mamede
. . Sacarose
arabica Catuai vermelho (2024)
Cascas de grdo de café
. Sacarose Le et al. (2024)
arabica
Café arabica, robusta e Karyantina, Surulloh e
o Sacarose )
liberica Suhartatik (2024)
Raspas de Madeira de _
o Sacarose Zubaidah et al. (2024)
Caesalpinia sappan L.
Cogumelo Ganoderma .
_ ] ] Sacarose Elfirta et al. (2024)
lucidum em po e ché verde
Extrato de Curcuma )
_ ) Sacarose Hartati et al. (2024)
aeruginosa e cha preto
Flores secas de clitoria _
o Sacarose Kushargina et al. (2024)
(Clitoria ternatea L.)
Folhas e flores de chéa grego
da montanha  (Sideritis | Mel de Tomilho Kartelias et al. (2023)
scardica)
Chéa de capim-liméo Purwaningtyas e
) Sacarose )
(Cymbopogon citratus) Cahyaningtyas (2024)
Cascas de maca (Malus Fitriasari e Zahrotunisya
) Sacarose
sylvestris) seca (2024)
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Extrato de folhas de _
_ _ Sacarose Sinaga et al. (2024)
Saurauia vulcani Korth.
Algas Eucheuma cottonii _
Sacarose Rachmawati et al. (2023)
secas
Bagaco de uva Sacarose Barakat et al. (2024)
Subprodutos de abacaxi _
i Sacarose Sornkayasit et al. (2024)
(casca e nucleo) secos
Fruto da jujubeira (Ziziphus
o i Sacarose La Torre et al. (2024)
jujubas) em pé
Suco de noni (Morinda
o i Sacarose Surya (2024)
citrifolia) com cha preto
) i Selvaraj e  Gurumurthy
Cha verde em po Melaco
(2024)
Soro do Leite Sacarose Suciati et al. (2024)

As fontes de nitrogénio e carbono sao imprescindiveis para 0 sucesso do processo
fermentativo, dado que € por meio delas que os microrganismos irdo realizar conversoes
enzimaticas a fim de produzir energia para sobreviver ab mesmo passo que convertem o

substrato em novos componentes que enriquecem a kombucha.

3.3 Fonte de Nitrogénio

A palavra chd vem do mandarim e, conceituado através da botanica, refere-se a planta
herbacea Camellia sinensis, da familia das teaceas, nativa da China e da india; suas folhas
sdo alternas, coriaceas e levemente dentadas nas bordas, de cor verde-escura brilhante,
flores brancas aromaticas com cinco sépalas e cinco pétalas e frutos capsulares. Por conta
disso, o produto da infuséo das folhas de cha também é denominado ch4, mas culturalmente,
o termo similarmente se estende a qualquer infusdo preparada com ervas, medicinal ou ndo
(NAMITA; MUKESH; VIJAY, 2012). O processamento das folhas de cha pode originar quatro
tipos de cha diferentes, dependendo do grau de oxidagcdo que as folhas sdo submetidas: o
cha branco, que ndo passa por nenhum processo de oxidacdo; o cha verde, que passa por
processo de oxidacao moderado; o cha oolong, que passa por processo de oxidacao parcial;
e o cha preto, totalmente oxidado (NAMITA; MUKESH; VIJAY, 2012; XU et al., 2020).

Os chas verde e preto sdo os mais populares em todo o mundo, sendo considerados

saudaveis por suas possiveis propriedades quimiopreventivas que inativam o oxigénio dos
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radicais livres potencialmente prejudiciais no sistema corporal, além de prevenir obesidade,
cancer de mama e doencas corondrias e cardiovasculares. As folhas de ch& verde contém
teores de extrato etéreo, taninos, saponinas e compostos fendlicos mais elevados; entre 0s
polifendis ha diversos flavondis e catequinas, como epicatequina, epigalocatequina, galato-3-
epicatequina e galato-3-epigalocatequina, que possuem potenciais beneficios a salde, entre
eles atividade antioxidante e eliminacdo de radicais livres (LEE et al., 2019; RAMDANI;
CHAUDHRY; SEAL, 2013; XU et al., 2020).

Para que nao ocorra a oxidagao das folhas de cha verde, a enzima polifenol oxidase &
desativada através de vaporizacdo ou outros processos de aquecimento. Enquanto isso, a
oxidacdo do cha preto gera uma reagdo entre quinonas e catequinas, produzindo entdo os
polifendis teaflavinas e tearubiginas, responsaveis pela cor e sabor fortes; além disso o teor
de fibras € maior no cha preto, mesmo assim ambos os chas possuem quantidades
equivalentes de proteinas, matéria organica e minerais. Estas diferencas nas composicdes
quimicas também refletem as diferencas nas variedades, tipos de solo e processos de
fabricacé@o a que diferentes folhas de cha foram expostas durante as suas diferentes fases de
crescimento e processamento (LEE et al., 2019; RAMDANI; CHAUDHRY; SEAL, 2013; XU et
al., 2020).

A infusdo das folhas de Camellia sinensis é considerada o substrato original e tradicional
para a producéo de kombucha, oferecendo polifendis, polissacarideos, aminoacidos, taninos,
poliaminas, alcaloides, 6leos volateis, vitaminas, flavonoides, catequinas, cafeina e outros
recursos para a manutencdo dos microrganismos e formagdo dos componentes finais,
propriedades e caracteristicas sensoriais da bebida (LEE et al., 2019; XU et al., 2020; YILMAZ;
OZDEMIR; GOKMEN, 2020). Os aminoacidos sdo responsaveis por importantes reacoes
metabdlicas como a sintese proteica. Os principais aminoacidos encontrados no cha séo
glicina, alanina, serina, acido glutamico, arginina, tirosina, fenilalanina e triptofano (KAZAN et
al., 2019; YILMAZ; OZDEMIR; GOKMEN, 2020).

Uma alternativa viavel como fonte de nitrogénio para a fermentacéo €é o trub, um residuo
umido gerado pelas industrias cervejeiras. Este subproduto apresenta um alto teor de
substancias organicas, como nitrogénio, fibras, proteinas e acucares, sendo a glicose e a
xilose os carboidratos mais abundantes. O trub é constituido por uma fracao significativa de
sélidos suspensos que precipitam durante a fervura do mosto, sendo removidos antes do
inicio da fermentagdo para garantir um produto final clarificado. Sua composicdo é
majoritariamente formada por proteinas insollveis de alto peso molecular, podendo variar

dependendo de fatores como o tipo, a concentracao e o grau de solubilizacéo das substancias
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empregadas na producdo do mosto, além do processo de trituracdo e do controle de pH
durante a fabricacdo (ELLWANGER, 2022; MATHIAS; MELLO; SERVULO, 2014).

Esse residuo contém substancias bioativas relevantes, incluindo compostos fendélicos,
taninos e &cidos amargos (como lupulona, cohumulona e humulona), derivados
principalmente do ldpulo. Esses compostos possuem propriedades antioxidantes que podem
agregar valor ao processo fermentativo e ao produto final. Estudos indicam que a adicdo de
quantidades substanciais de trub em mostos fermentaveis promove uma atividade mais
vigorosa das leveduras, resultando em uma fermentacdo mais rapida e eficiente.
(ELLWANGER, 2022; SARAIVA et al., 2018, 2019).

A milhocina também se caracteriza como uma excelente fonte de nitrogénio para
desenvolvimento de microrganismos, sendo essa o residuo de maceracdo do milho para
producdo de amido. A composicéo da milhocina pode variar para cada producéo, mas estudos
comprovam que, em média, 6,9% dos sélidos do milho e 30% do nitrogénio do milho, em
grande parte aminoacidos (alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido glutamico,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, tirosina e valina)
e polipeptidios, sdo encontrados nesta. Além destes, a milhocina também apresenta
carboidratos, acucares, minerais, vitaminas e fosfato (LIGGETT; KOFFLER, 1948). Por fim,
esse residuo apresenta potencial para o crescimento de microrganismos, sendo evidente sua
utilizacdo para producgéo de etanol por Zymomonas mobilis (SILVEIRA et al., 2001), ou &cido
latico por Lactobacillus rhamnosus (RIVAS et al., 2004).

Além das varias fontes de nitrogénio que podem ser utilizadas na fermentacdo da
kombucha, principalmente para a sintese proteica, é essencial abordar as fontes de carbono,
que desempenham um papel igualmente crucial no processo fermentativo. A disponibilidade
de carbono, principalmente na forma de agucares, é fundamental para o crescimento e

atividade metabdlica dos microrganismos envolvidos na fermentacgéo.

3.4 Fonte de Carbono

Os microrganismos presentes no SCOBY s&o, majoritariamente, quimiorganotréficos,
ou seja, necessitam de uma fonte de carbono para a biossintese de diversos constituintes
celulares, como os carboidratos, lipidios, acidos nucléicos e outros. Na natureza, grande parte
das fontes de carbono séo aclUcares nao redutores, como sacarose, lactose e amido. Estes
precisam sofrer hidrélise da ligacao glicosidica para oxidar e formar agucares redutores, tal
qual glicose, frutose e galactose, para serem catabolizados pelas vias centrais dos

microrganismos. Dessa forma, a reacdo fermentativa € influenciada pelo tipo de glicidio
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utilizado uma vez que as macromoléculas das fontes de carbono precisam ser convertidas em
unidades menores por enzimas despolimerizantes antes de serem utilizadas pelos
microrganismos (AMARAL, 2022; AZLAN et al., 2020).

Para bebidas em geral, a sacarose é considerada a fonte de carbono convencional, logo
a fermentacao ocorrera a partir de um dissacarideo que necessita ser reduzido a glicose e
frutose. A cana-de-acuUcar é rica em sacarose e contém moderadas quantidades de acidos
fendlicos, polifendis e flavonoides, além de ser considerada uma das matérias-primas mais
importantes para as industrias e economia nacional. A producdo de acUcar envolve o
processamento da cana através de lavagem, extracdo, purificacao, cristalizacdo, secagem e
embalagem dando origem ao tradicional agucar refinado; este fica com 99% de sacarose e
perde as fibras e nutrientes. Outros agUcares, como 0 mascavo ou demerara, passam por
uma minima purificagdo e sdo consequentemente mais escuros, mas com uma carga maior
de fibras e nutrientes e ainda com 88 a 93% de sacarose (AZLAN et al., 2020).

A concentracao ideal de sacarose para a fermentacdo da kombucha é considerada
50 g/L, mas pode variar de acordo com a preferéncia do produtor tendo em vista o perfil final
desejado para a bebida. Sabe-se que o tipo e a concentracdo de acguUcar utilizado podem
acelerar ou retardar o processo ja que afetam a quantidade de espécies presentes e 0
crescimento dos microrganismos. Além disso, também influencia nos produtos da
fermentagd@o, como enzimas extracelulares, alcoois, acidos e entre outros (AMIRI et al., 2024;
HANIFAH et al., 2022; SALEHI; SADEGHI; KARIMI, 2021).

Além do acUcar branco, demerara ou mascavo, estudos recentes revelaram o potencial
de outras fontes como agucar de coco, de palma, mel ou, ainda, alguns residuos
agroindustriais como palha de trigo, casca de arroz e melago de beterraba ou cana. O melago
de cana-de-acUcar € um subproduto da indUstria agucareira ja utilizado na industria alimenticia
como adogante alternativo, visto que possui uma fonte de carbono abundante em sacarose.
A caracterizacao do melaco € um desafio, visto que sua composicao € influenciada por sua
origem e pelos métodos de producao, que variam desde a moagem da cana-de-acUcar até a
extracdo. Sua composicdo € altamente variavel, mas sabe-se que a quantidade de melaco
final é geralmente 2,7% do peso da cana-de-agulcar e sua composicao contém entre 50 e 60%
de sacarose, além de ser uma rica fonte de polifendis e minerais e com capacidade de
maximizar a fermentacao de microrganismos. O melaco ja é utilizado industrialmente para
producdo de etanol, dextrano, goma xantana, glutamato monossddico, e ainda possui
diversas outras aplicagdes na industria farmacéutica, bioquimica e outras (AMIRI et al., 2024;
ANGELA et al., 2020; DESEO et al., 2020; MUHIALDIN et al., 2019).
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3.5 Fermentacéao

A fermentacdo € um processo bioquimico anaerdbico no qual os microrganismos geram
energia (ATP) utilizando compostos organicos que atuam simultaneamente como doadores e
aceptores de elétrons. Essa definicdo é amplamente aceita nas areas de microbiologia e
bioguimica. No entanto, quando aplicada aos alimentos fermentados, o conceito requer
adaptacOes para refletir a complexidade do processo. Em 2019, a definicdo de alimentos
fermentados foi reformulada, sendo descritos como produtos obtidos por meio do crescimento
controlado de microrganismos desejaveis, que promovem conversdes enzimaticas nos
componentes alimentares. Essa abordagem reconhece que, além das transformacdes
metabdlicas dos microrganismos anaerobios, microrganismos aerébios também podem
desempenhar um papel essencial na modificacdo dos atributos quimicos, sensoriais e
funcionais dos alimentos fermentados (MARTIN; LINDNER, 2022).

A fermentacdo da kombucha é considerada natural e acontece por uma associacao
simbidtica entre bactérias e leveduras organizadas em uma matriz de celulose, nomeada
SCOBY (simbiotic culture of bacteria and yeast). As leveduras, com a enzima invertase,
catalisam a hidrolise da sacarose em frutose e glicose e produzem etanol pela via glicolitica;
enguanto isso, bactérias acéticas produzem &cido acético por meio das enzimas alcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase oxidando o etanol. O acido acético produzido pelas
bactérias estimula as leveduras a sintetizar etanol. Esse etanol é posteriormente consumido
pelas bactérias. Ao final do processo, sdo obtidos agua e gas carbbnico e a glicose é
convertida em 4cido glucdnico e glucurbnico, por meio da via das pentoses-fosfato. Outros
acidos, como latico, citrico, oxalico e malico, também podem ser formados durante esse
processo. Dessa forma, o substrato inicial rico em sacarose e oxigénio se transforma em um
produto carbonatado e rico em &cidos e compostos organicos. (LEONARSKI et al., 2022;
MIRANDA et al., 2022).

O processo microbiol6gico da fermentacdo da kombucha ocorre em duas etapas
principais. A primeira fermentacao, realizada na presenca de oxigénio, é caracterizada como
um processo aerdbico, com a participacao ativa de bactérias e leveduras. Essa etapa dura,
geralmente, de 7 a 30 dias, dependendo das condigcbes ambientais e do substrato utilizado.
Ja a segunda fermentacao ocorre na auséncia de oxigénio, sendo considerada um processo
anaerobico, no qual as leveduras desempenham o papel principal. Diversos fatores
influenciam o processo fermentativo e a biodiversidade microbiana de um SCOBY para outro.
Entre os principais estdo a localizacdo geografica, que afeta as espécies microbianas

predominantes; as condi¢cdes climéticas; as espécies locais de bactérias e leveduras; o
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substrato utilizado, incluindo tipo de cha e fontes de carbono e nitrogénio; o tempo de
fermentacdo; a temperatura, seja ambiente ou controlada; e as concentracfes de nitrogénio
e carbono disponiveis (KITWETCHAROEN et al., 2023; MIRANDA et al., 2022; SOARES;
LIMA; SCHMIDT, 2021).

Para garantir uma kombucha mais estavel, € essencial projetar um processo de
fermentacdo controlado, baseado no conhecimento detalhado dos microrganismos
envolvidos. A identificacdo desses microrganismos, tanto no biofilme celulésico quanto
dispersos na bebida, é fundamental para esse controle. Estudos conduzidos por Chakravorty
et al. (2016), Fabricio et al. (2022) e Villarreal-Soto et al. (2020) utilizaram o sequenciamento
de nova geracdo (NGS) para mapear a microbiota residente de diferentes amostras de
kombucha, identificando diversos géneros e espécies de microrganismos presentes no
processo fermentativo.

Além disso, o desenvolvimento de consércios microbianos personalizados para a
fermentacdo da kombucha tem sido foco de estudos recentes. Essa abordagem permite a
utilizacao de cepas especificas de leveduras e bactérias com o objetivo de otimizar o perfil
volatil da bebida, melhorar a aceitagéo sensorial e, principalmente, aprimorar o controle sobre
0 processo fermentativo. A selecdo de microrganismos adequados pode resultar em um
produto final com caracteristicas aromaticas, sensoriais e quimicas superiores, além de
aumentar os potenciais beneficios funcionais para a saude (FABRICIO et al., 2023; LEALI et
al., 2022; SAVARY et al., 2021). Essa estratégia também visa a obtencdo de uma kombucha
padronizada e de alta qualidade, garantindo consisténcia no sabor, aroma e composi¢cédo
bioquimica, o que é crucial para a comercializacdo em larga escala. Ao controlar melhor a
fermentacgédo, reduz-se a variabilidade entre lotes, aumentando a estabilidade do produto final

e, consequentemente, sua aceitagdo pelo mercado.

3.5.1 Leveduras

Leveduras sdo microrganismos eucariéticos com células esféricas ou ovais de cerca de
8 um de diametro, majoritariamente imoveis e facultativamente anaerébicos; o crescimento
ideal ocorre em temperaturas entre 20 e 30 °C e pH entre 4,5 e 7,0, mas muitas leveduras
ainda podem crescer em pH 2,5. As leveduras sao parte integral da fermentacdo da kombucha
desempenhando a funcéo de hidrolisar a sacarose e outros agucares complexos em glicose
e frutose por meio da liberacdo da enzima invertase; posteriormente, elas convertem esses
acucares redutores em etanol e gas carbonico utilizando a via glicolitica. Além disso, em

determinadas condic¢des, leveduras também podem produzir, em menor proporcéo, glicerol,
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acido acético, alcoois superiores e ésteres que contribuem para a formacdo de aromas
(LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020).

Comparada as bactérias, a diversidade de leveduras que habita a kombucha é menor,
composta  predominantemente  pelos géneros  Dekkera/Brettanomyces, Pichia,
Saccharomyces e Zygosaccharomyces (FABRICIO et al., 2022; LEONARSKI et al., 2022).

3.5.2 Bactérias

As bactérias acido acéticas (BAA) sao 0s microrganismos mais caracteristicos da
fermentacdo da kombucha. As BAAs sdo gram-negativas pertencentes a familia
Acetobacteraceae, com células elipsoidais e em forma de bastonete, ndo esporulam e podem
ser moveis. Além disso, sdo estritamente aerdbias, mas podendo sobreviver em condi¢des de
baixa oxigenacdo. O crescimento ideal destas bactérias ocorre em temperaturas entre 25 e
30 °C e pH 5,0 e 6,5, mas muitas ainda crescem em pH 3,0 a 4,0 ou ainda mais baixo. Um
traco caracteristico das BAA, e sua principal funcao na fermentacdo da kombucha, é a
oxidacao periplasmatica de alcoois, aldeidos, agucares e polidis na presenca de oxigénio por
desidrogenases localizadas na superficie externa de sua membrana citoplasmatica. Dessa
forma, o etanol proveniente da fermentacdo das leveduras é oxidado em acetaldeido e,
posteriormente, em acido acético. Além disso, a glicose pode ser oxidada em &cido glucdnico,
acido glucurdnico, acido 2-cetoglucdnico, acido 5-cetoglucdnico e acido 2,5-dicetoglucbnico
(LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER, 2020; SOARES; LIMA; SCHMIDT, 2021).

Ademais, na falta de etanol, as BAA também oxidam glicerol em dihidroxiacetona (DHA).
O DHA pode entrar na via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) e na via da gliconeogénese,
resultando na producao de celulose, resultando no biofilme formado na interface liquido-ar. A
matriz de celulose € um subproduto da fermentagdo com aparéncia gelatinosa permitindo que
0S microrganismos permanecam no liquido proximo a interface para obter o oxigénio
necessario para o seu metabolismo. Esta camada, que promove uma barreira fisica contra
radiacdo UV, possui uma grande concentracdo de microrganismos (MIRANDA et al., 2022).
Além disso, a celulose bacteriana é formada por nanofibras com a superficie em contato com
liguido sendo mais porosa, possui 6timas propriedades mecénicas, alta retencdo de agua,
pureza e cristalinidade, além de ser biocompativel (LAUREYS; BRITTON; CLIPPELEER,
2020; LEONARSKI et al., 2021b; SOARES; LIMA; SCHMIDT, 2021).

Embora existam cerca de 17 géneros de BAA, a maioria das bactérias presentes na
kombucha pertence aos géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter e

Komagataeibacter. Especificamente, as espécies Komagataeibacter rhaeticus,
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Komagataeibacter hansenii e Komagataeibacter xylinus sdo as principais responsaveis pela
formacédo de celulose e com maior abundancia no biofilme (FABRICIO et al., 2022; LAUREYS;
BRITTON; CLIPPELEER, 2020; LEONARSKI et al., 2021b). Além disso, a temperatura de
fermentacdo é um fator determinante na presenca de determinados 4cidos. Estudos indicam
que uma temperatura de fermentacdo mais elevada, proxima de 30 °C, afeta a diversidade
microbiana, favorecendo a selecdo de diferentes espécies de Gluconacetobacter, que
promovem a producédo de 4cidos organicos. Em contrapartida, temperaturas de fermentacéo
mais baixas, em torno de 20 °C, favorecem o crescimento de bactérias do género Acetobacter
(FILIPPIS et al., 2018; VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

A presenca de bactérias acido laticas (BAL) € um pouco inconsistente, visto que nao
estdo presentes ou estdo em pouca quantidade. BAL sdo gram-positivas pertencentes ao filo
dos Firmicutes, ndo moveis, em forma de bastonetes ou esféricos e ndo esporulam. Seu
crescimento ideal € em temperaturas entre 25 e 40 °C e pH 4,0 e 6,0, o que denota sua baixa
presenca em pH mais baixos. BAL sdo caracteristicas na fermentacdo de produtos lacteos,
pela presenca de lactose no substrato que é convertida em &cido latico. Algumas linhagens
podem estar associadas por fermentar glicose em outros metabdlitos como etanol, acido
acético, diacetil, gas carbdnico e manitol. Os principais representantes deste grupo incluem
Oenococcus oeni e Lactobacillus nagelii, por serem tolerantes a meio acido (LAUREYS;
BRITTON; CLIPPELEER, 2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutencao da cultura starter da kombucha

Para o preparo das kombuchas foi mantida uma colénia de kombucha onde os
microrganismos se mantinham ativos recebendo substrato e de onde sempre se retirava 0s
starters necessarios para inoculacdo dos novos substratos; este também recebia as
membranas de celulose formadas e foi nomeado de hotel. Para manutencdo do hotel, a cada
15 dias era adicionado 500 mL de solugéo de 2,5 g de cha preto (5 g/L) infusionado com agua
a 80 °C por 10 min, resfriado e adicionado 25 g (50 g/L) de acucar refinado.

4.2 Avaliagao de diferentes substratos de kombucha

Considerando as diversas possibilidades de produgcdo de kombucha, foi realizado um
planejamento experimental para a avaliacdo dos substratos presentes no Quadro 2; o
software Statistica (versao 12) foi utilizado para gerar o planejamento experimental, que conta
com 4 fatores a serem analisados em 3 niveis em um fatorial fracionado 3“*? resultando nos
substratos listados na Tabela 1. Por ser um fatorial fracionado, o software seleciona uma
fracdo representativa dos experimentos através da constru¢do de matriz com balanceamento
dos fatores e niveis, garantindo que se possa analisar os fatores principais e interagdes com

confiabilidade em um niimero menor de ensaios.

Quadro 2 — Fontes e concentracdes de nitrogénio e carbono utilizados na formulagcéo dos diferentes

substratos de kombucha divididas entre os fatores e niveis investigados no planejamento experimental

Fatores Niveis

Fonte de Nitrogénio ) _ _

Ché& Preto (P) Milhocina (M) Trub (T)
(Fonte N)
Concentracédo da
Fonte de Nitrogénio 5,0 10,0 15,0
(IN]em g/L)
Fonte de Carbono ) , i ,
Acucar Refinado (R) Acucar Cristal (C) Melaco (M)

(Fonte C)




32

Concentracédo da
Fonte de Carbono
([C] em g/L)

20,0

60,0

100,0

Tabela 1 — Substratos de kombucha formulados por meio do planejamento experimental com as fontes

e concentracdes de nitrogénio e carbono

Nome Fonte N [N] (g/L) Fonte C [C] (g/L)
P5R20 Cha Preto 5,0 AcuUcar Refinado 20,0
P5C100 Cha Preto 50 Acucar Cristal 100,0
P5M60 Cha Preto 5,0 Melago 60,0
P10R100 Cha Preto 10,0 Acucar Refinado 100,0
P10C60 Cha Preto 10,0 Acucar Cristal 60,0
P10M20 Cha Preto 10,0 Melaco 20,0
P15R60 Cha Preto 15,0 Acucar Refinado 60,0
P15C20 Cha Preto 15,0 Acucar Cristal 20,0
P15M100 Cha Preto 15,0 Melaco 100,0
M5R100 Milhocina 50 Acucar Refinado 100,0
M5C60 Milhocina 50 Acucar Cristal 60,0
M5M20 Milhocina 5,0 Melago 20,0
M10R60 Milhocina 10,0 Acucar Refinado 60,0
M10C20 Milhocina 10,0 Acucar Cristal 20,0
M10M100 Milhocina 10,0 Melaco 100,0
M15R20 Milhocina 15,0 Acucar Refinado 20,0
M15C100 Milhocina 15,0 Acucar Cristal 100,0
M15M60 Milhocina 15,0 Melago 60,0
T5R60 Trub 50 Acucar Refinado 60,0
T5C20 Trub 5,0 Acucar Cristal 20,0
T5M100 Trub 5,0 Melaco 100,0
T10R20 Trub 10,0 Acucar Refinado 20,0
T10C100 Trub 10,0 Acucar Cristal 100,0
T10M60 Trub 10,0 Melaco 60,0
T15R100 Trub 15,0 Acucar Refinado 100,0
T15C60 Trub 15,0 Acucar Cristal 60,0
T15M20 Trub 15,0 Melaco 20,0
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Para a preparacao dos substratos, conforme a Figura 1, 80 mL de 4gua destilada foi
aquecida a 80 °C para a infusdo de cada fonte de nitrogénio nas concentracfes
correspondentes por 15 min. Em seguida, foi realizada filtracdo para remocao de folhas e
particulas maiores para posterior resfriamento. As concentracdes correspondentes de cada
fonte de carbono foram solubilizadas nas infusdes e foi adicionado 20 mL de starter de
kombucha (20% v/v); retirou-se 2 mL de cada recipiente para quantificacao inicial de acucar

e o recipiente foi mantido tampado com um papel e elastico para ocorrer a fermentacao
aerObia em estufa a temperatura de 25 °C por 10 dias.

Figura 1 — Representacéo das etapas de preparacdo dos substratos de kombucha

ChaPreto  Milhocina Trub
et

e 0 A

My, W 1=-4 =
. v ‘ —— ; e 5 P
- . : 150/L L] f
Agua Destilada 10g/L =
a80°C 5L
Agucar Agicar  Melago de
Refinado Cristal Cana
M F © r 2
3
= \ ﬂ — | g = =\ — c L~
b e | “r K K
= [ g E | : 100 g/L
s \ K [ g
&25 c l 60 g/L
XL 10 dias e T Lo
g9

Created in BioRender.com bio

Ap6s o tempo da primeira fermentacdo, cada amostra foi preparada para
caracterizacao fisico-quimica. Para isso, as amostras foram centrifugadas a 3800 rpm por 10
min, a fim de separar o liquido dos microrganismos e particulas, e colocadas em ultrassom
por 10 min para descarbonatacédo; por fim, as amostras foram congeladas até a analise de
concentracdo de acUcares, acidez volatil, concentracdo de fendlicos totais e graduacgéo

alcodlica (item 4.5). Apos as analises, determinou-se quais 0s dois melhores substratos para
producédo de kombucha de acordo com:
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e maior resultado de acidez volatil, seguindo os parametros estabelecidos pela IN
n°® 41/2019 (MAPA, 2019a) que limita a acidez volatil entre 30 e 130 mEg/L;

e maior concentracao compostos fendlicos;

e menor taxa de agucar residual apds a fermentacao;

e menor resultado de producdo de etanol, seguindo os parametros estabelecidos pela
IN n°®41/2019 (MAPA, 2019a) que limita a graduacao alcodlica até 0,5% (v/v).

4.3 Avaliagdo cinética da fermentagdo de kombucha

Com os dois melhores substratos definidos a partir dos resultados do planejamento
experimental, foi realizada a andlise da cinética de fermentacao em triplicata, comparando os
melhores substratos a um substrato padrao, composto por 5 g/L de cha preto e 50 g/L de
acucar refinado. Para isso prepararam-se os substratos em volumes de 100 mL, seguindo o
mesmo procedimento do item anterior, para fermentar de maneira aerébia em estufa a 25 °C
durante 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Ap6s o tempo de fermentagéo, o meio liquido de cada amostra
foi centrifugado a 3800 rpm por 10 min, colocado em ultrassom por 10 min e congelado até
as analises de caracterizacao (item 4.5). Por meio dos ensaios, foi analisado o consumo de
acucar e compostos fendlicos e a producéo de etanol e acidos, a fim de definir o tempo ideal
da fermentagdo da kombucha, buscando valor maximo de acidez e minimo de acUcar.
Também foi realizado o calculo de produtividade maxima para cada substrato a fim de auxiliar
na definicdo do tempo 6timo para maximizar a produgdo de compostos desejados, garantindo
um processo eficiente e sustentavel. Considerando que os substratos iniciais, principalmente
0 agucar, consumidos durante a fermentacdo produzem majoritariamente acidos, tem-se a

seguinte equacao para produtividade:

[4]

Produtividade maxima (Ppgy) = e

onde [A] se refere a maior concentracao de &cidos (em mEAA/L) durante a fermentagéo e t
se refere ao tempo correspondente a essa concentracdo. O resultado de produtividade

maxima foi expresso em mililitros de equivalentes de acido acético por litro e dia (MEAA/L.dia)

4.4 Analise sensorial da kombucha

Definido os melhores substratos e o tempo ideal de fermentacdo aerodbica, foi realizada

a andlise sensorial dos substratos mais bem avaliados em comparacao ao substrato padréo,
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a fim de analisar a aceitacdo da bebida na comunidade. Para isso, foram produzidos 3 L da
kombucha padrao e dos melhores substratos em recipientes de vidro, realizando a infusao da
fonte de nitrogénio, filtracéo, resfriamento, solubilizacdo da fonte de carbono e inoculacdo do
starter, conforme item 4.2. A fermentac&o ocorreu em bancada a temperatura ambiente pelo
tempo definido; posteriormente, 2,5 L de cada kombucha foi filtrado em chinoi ultrafino,
saborizadas com 250 mL de suco de uva integral (10% v/v) e envasado em garrafas PET de
500 mL para carbonatacdo (fermentacdo anaerébia) por 5 dias. Apds esse tempo, as
kombuchas foram refrigeradas a 4 °C até o dia da andlise sensorial. Além disso, foram
retiradas amostras de antes e depois da primeira fermentacéo e de antes e depois da segunda
fermentagéo para caracterizagdo (item 4.5).

Este projeto foi submetido a andlise ética pelo Comité de Etica em Pesquisa da Univille
e foi aprovado para realizagdo da andlise sensorial (parecer consubstanciado n° 6.593.411).
A analise sensorial ocorreu no més de junho de 2024 no Laborat6rio de Bebidas e Analise
Sensorial no prédio da Gastronomia da Univille, onde participaram do experimento 71 pessoas
da comunidade geral da universidade. Inicialmente, para cada participante foi descrito o
objetivo da pesquisa de avaliar a producdo de kombucha a partir de diferentes substratos
considerando o desenvolvimento de uma marca e a producdo de kombuchas relacionados a
uma dindmica de mercado em conjunto a uma maior busca da sociedade por estilo de vida
saudavel; também foram descritos os produtos que serdo analisados, além de seus
componentes, compostos formados, os beneficios e riscos que o produto pode oferecer; e por
fim, explicou-se sobre o consentimento da participacdo, mantendo o sigilo quanto aos dados
do participante, sendo nenhuma pergunta do questionario obrigatéria e com total liberdade a
deixar de participar do experimento a qualquer momento, conforme a Resolucdo CNS
466/2012.

Em seguida, foi entregue um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE,
Apéndice A) em duas vias para cada participante assinar e o QRCode com acesso ao

questionario on line, presente no link https:/forms.gle/J3TPmamywZRuz6hK6 (Apéndice B),

juntamente de copos de vidro com as amostras das kombuchas que foram avaliadas,
identificadas com etiquetas com letra P para padrdo e nimeros aleatérios para 0s outros
substratos; ademais, foram entregues também gréos de café para limpeza olfativa e agua
para limpeza do paladar. No questionario, cada participante preencheu algumas informacdes
de cunho pessoal, como dados sobre faixa etaria, género, uso de cigarro, sintomas de gripe
ou infeccado respiratoria etc. Apos, cada um avaliou as kombuchas analogas comparadas a

padrdo quanto a mudanca nos atributos de aparéncia (coloracdo e turbidez), aroma (cha,


https://forms.gle/J3TPmamywZRuz6hK6
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fermentado, frutado, azedo e avinagrado) e sabor (chd, avinagrado, doce, frutado e alcoélico)
classificando-as entre ausente, fraco, moderado, forte ou muito forte.

Os dados e documentos produzidos durante a pesquisa foram tratados e analisados
estatisticamente a fim de determinar a percep¢do das caracteristicas organolépticas da
kombucha e a aceitacdo da kombucha. Todos os dados serdo mantidos guardados durante 5

anos apos a realizacao do teste.

4.4.1 Critérios de exclusdo da pesquisa

Foi considerado como critério de exclusdo da pesquisa pessoas fora da faixa etaria de
18 a 60 anos, que facam uso de cigarro, cigarro eletrénico ou outros e que tenha passado por
processo infeccioso nos 15 dias antecedentes ao teste.

4.4.2 Riscos e Beneficios

Por ser uma pesquisa envolvendo pessoas, eventuais riscos minimos como
constrangimento de alguma natureza, desconforto dos convidados a responder o
questionario, pequenos acidentes como derramamento de liquidos ou até mesmo desconforto
gastrointestinal pelo contato atipico com uma bebida probidtica e acida podem ocorrer,
contudo é possivel recusar-se a participar, como também o participante tem total liberdade
para desistir da pesquisa a qualguer momento sem que |Ihe acarrete quaisquer prejuizos.

Além disso, a kombucha, por ser um produto fermentado, pode apresentar a presenca
de etanol produzido pelas leveduras durante o processo fermentativo, numa concentracédo
maxima de até 1%; a kombucha também podera apresentar quantidades significativas de
acucar que nao foi consumido durante a fermentagéo, além de glaten e derivados de cevada,
malte, milho e trigo. Portanto, para participantes sensiveis a estes compostos, foi alertado
sobre os efeitos dos mesmos ao corpo.

Porém, com este estudo foi possivel demonstrar a aceitacdo de kombuchas
produzidas de maneira anéloga ao tradicional utilizando de recursos agroindustriais que viriam
a ser descartados, bem como tornar este produto conhecido e elucidar sobre seus possiveis
beneficios ao consumo humano. Além disso, a pesquisa também pode contribuir para a
melhoria da producdo de kombucha ao indicar a proximidade que a comunidade tem de

produtos de origem fermentada.
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4.5 Caracterizacdo da kombucha
45.1 Concentracdo de Acucares Totais

Para a quantificacdo total de acUcares, utilizou-se a técnica de determinagcdo de
acucares redutores com o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme Miller (1959).
Para tanto, foi necessaria uma etapa de hidrdlise para a quebra de sacarose (acucar nao
redutor) em glicose e frutose (agUcares redutores).

Primeiramente, foi preparada uma curva de calibragio de sacarose com
concentracdes de 0 a 2,0 g/L, com variacdo de 0,25 g/L. Também foram diluidas as amostras
de kombucha na propor¢éo de 1:50 com agua destilada adicionando-se em tubos de ensaio
0,1 mL de amostra com 4,9 mL de &gua destilada. Apés, retirou-se 1 mL de cada solugéo da
curva e amostras diluidas e adicionou-se em novos tubos de ensaio juntamente com com
1 mL de acido cloridrico 2 N; os tubos foram levados a fervura por 15 min em banho-maria
para completa hidrélise e resfriados em banho de gelo; para neutralizar a reacao, foi
adicionado 2 mL de hidréxido de sodio 1 N prosseguindo para reagdo com DNS.

Novamente, em novos tubos de ensaio foram adicionados 1 mL da solu¢éo hidrolisada
juntamente com 1 mL da solug&o de DNS, submetido a fervura por 5 min em banho-maria e
resfriado em banho de gelo. Por fim, adicionou-se 10 mL de agua destilada para realizacao
da leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. O resultado é expresso em g de sacarose por litro
de amostra (g/L). Para a avaliagdo dos diferentes substratos formulados com o planejamento
experimental, foi realizada o calculo da taxa de acucar residual em porcentagem, de acordo

com a equacao:

C
Taxa de agtcar residual (%) = Ff
i

onde C; e C; representam a concentragdo inicial e final de aglucar na fermentagéo,

respectivamente.
4.5.2 Acidez Volatil

Embora geralmente interpretado como acido acético, uma analise tradicional de 4cidos
volateis inclui todos aqueles acidos destilaveis a vapor presentes na kombucha. Para esta
andlise, seguiu-se a metodologia 236/IV para vinhos adaptada do livro Métodos fisico-
quimicos para analise de alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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Para tal, foi utilizado um sistema de destilacdo semelhante ao de Cazenave-Ferré que
baseia-se na separacdo dos 4cidos volateis por arrastamento com vapor de agua e posterior
titulacdo do destilado para se obter a acidez volatil. Um esquema do sistema de destilacédo
por arraste de vapor utilizado esta representado na Figura 2.

Com o sistema montado, no baldo A adicionou-se 250 mL de agua e, no baldo B,
10 mL da amostra de kombucha que foi borbulhada com vapor; o vapor arrasta os acidos
volateis e o condensado foi recolhido em uma proveta até completar o volume de 100 mL de

destilado.

Figura 2 - Aparelhagem esquematica de uma destilacdo por arraste de vapor

Baldo A
.
Balao B

-

t Fonte de aquecimento

Fonte: Silva; Queirds; Benite, 2018.

Apos, o destilado foi titulado com solugéo padrao de hidréxido de s6dio 0,1 N até atingir
o0 pH 7,5, monitorado utilizando um pHmetro. O resultado foi expresso em mililitros de

equivalente de acido acético por litro de amostra (MEAA/L) seguindo a férmula:

n*f*N*lOOO_A
- =

onde n é o volume em mL de solucao de hidroxido de sédio gasto na titulacdo, f é fator de
correcdo da solucdo de hidréxido de sédio, N representa a normalidade da solugéo de

hidroxido de sédio e V o volume em mL da amostra de kombucha utilizado inicialmente.

4.5.3 Concentracao Fendlica Total (CFT)

A concentracdo de fendlicos totais (CFT) foi quantificada pelo método

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, adaptado da metodologia de Luvison, Dangui e Lima
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(2023). Inicialmente foi preparada uma curva de calibracdo com soluc@es de 4cido galico nas
concentracdes entre 0 e 1,0 g/L, variando 0,25 g/L entre as solu¢des. Além disso, as amostras
foram diluidas na proporc¢ao 1:4, adicionando-se em tubo de ensaio 1 mL de kombucha e 3 mL
de agua destilada.

Apbs, em tubo de ensaio adicionou-se 500 yL de cada solucdo da curva e amostra de
kombucha juntamente com 2 mL de agua destilada e 500 uL de reagente Folin-Ciocalteau,
sendo levemente agitada e deixada em repouso no escuro por 5 min; entdo, adicionou-se
5 mL de carbonato de sddio a 7%, agitado em vértex e deixado a temperatura ambiente na
auséncia de luz por 2 h. Por fim, todas as amostras foram avolumadas com 10 mL de agua
destilada e, em espectrofotdmetro, realizou-se a leitura das absorbéncias a 765 nm. Os teores
de CFT foram expressos em mg de equivalentes de acido gdlico por litro de amostra
(mEAGI/L).

45.4 Etanol

O etanol de cada amostra foi quantificado através de cromatografia liquida de alta
performance (high-performance liquid chromatography, HPLC). Para isso, 2 mL das amostras
foram previamente filtrados com filtro de membrana PES Hidrofilico com poro 0,45 um. A
coluna utilizada foi a Coregel ION 300 (Concise separations) com volume de inje¢éo 20 pL de
amostra e efluente de H,SO. 8,5 mM em um fluxo de 0,4 mL/min a temperatura de 70 °C. O
detector foi o indice de refracdo expressando o resultado em g de etanol por L de solucéo
(g/L). O resultado foi expresso em porcentagem de graduacgéo alcodlica do volume de etanol

pelo volume total da amostra, de acordo com a férmula:

[Et]

Graduacio Alcodlica (%) = 7" 100

Et

onde [Et] é a concentragdo de etanol em g/L proveniente da analise de HPLC e dg; € a
densidade do etanol (789 g/L).

455 Analise estatistica

Realizou-se andlise estatistica na avaliagdo de diferentes substratos de kombucha
utilizando o software Statistica (versdo 12) com aplicacdo de ANOVA a fim de identificar os
fatores significativos para cada um dos resultados obtidos (taxa de acucar residual, acidez

volatil, CFT e graduacéo alcodlica) e a relacdo e entre as fontes e concentracdes de nitrogénio
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e carbono para a fermentacdo da kombucha. Para as interacdes significativas entre fatores,

foi plotado a curva de nivel para visualizagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Avaliacao de diferentes substratos de kombucha
Os diferentes substratos de kombuchas formulados por meio do planejamento
experimental foram avaliados quanto a acidez volatil e graduacao alcodlica, seguindo os
parametros estabelecidos pela IN n® 41/2019 (MAPA, 2019a), e a CFT e taxa de acucar

residual da fermentacéo. Todos os resultados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Resultados de taxa de acUcar residual, acidez volétil, graduacgéo alcodlica e CFT para 0s
substratos de kombucha formulados por meio do planejamento experimental

Amostra Agﬂcar Acidez Volatil Gradl.Ja(;éo CFT (MEAGIL)
Residual (%) (MmEAAI/L) Alcodlica (%)
P5R20 37,30 68,251 0,240 1414,17
P5C100 93,51 58,873 0,314 2009,36
P5M60 32,44 94,822 0,508 6552,20
P10R100 59,75 65,646 0,449 2164,33
P10C60 45,43 46,89 0,369 1742,08
P10M20 31,63 66,167 0,119 3636,90
P15R60 47,13 39,075 0,399 1941,98
P15C20 27,63 84,923 0,223 1748,82
P15M100 18,12 277,693 0,677 7383,22
M5R100 54,10 95,343 0,149 1061,55
M5C60 30,28 92,217 0,194 1234,49
M5M20 6,34 70,335 0,041 2087,16
M10R60 26,94 112,015 0,318 1362,51
M10C20 13,61 43,764 0,162 605,61
M10M100 17,38 309,474 0,179 5357,33
M15R20 5,39 37,512 0,122 717,91
M15C100 36,60 136,502 0,139 1652,24
M15M60 12,05 317,289 0,112 4135,51
T5R60 37,38 70,856 0,149 1465,83
T5C20 11,73 38,554 0,087 643,79
T5M100 53,09 159,426 0,267 7751,57

T10R20 21,05 69,293 0,127 1075,02
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T10C100 31,16 92,738 0,106 1400,69
T10M60 32,70 170,367 0,168 7500,02
T15R100 62,43 95,343 0,103 1746,58
T15C60 53,65 80,755 0,080 1544.,44
T15M20 13,58 66,688 0,022 2163,52

Analisando estatisticamente os dados apresentados na tabela 2 foi possivel identificar

os fatores que afetam diretamente a fermentacéo e cada um dos resultados avaliados. Através

da analise de variancia (ANOVA) com interagdo bidirecional, Tabelas 3 a 6, € possivel

observar os fatores mais significativos para cada resultado do experimento estudado (p-valor

< 0,05).

Tabela 3 - ANOVA aplicado aos resultados de taxa de agucar residual

Fator SS df MS F p
Fonte N L+Q 2037,82 2 1018,908 7,76644 0,006855
[N] L+Q 451,79 2 225,895 1,72185 0,220080
Fonte C L+Q 1259,33 2 629,665 4,79951 0,029409
[C]L+Q 3726,27 2 1863,134 14,20140 0,000686
Fonte N e [N] 554,38 1 554,379 4,22565 0,062249
Fonte N e Fonte C 42,21 1 42,209 0,32173 0,581026
Fonte N e [C] 25,48 1 25,484 0,19425 0,667241
[N] e Fonte C 69,30 1 69,300 0,52823 0,481292
[N] e [C] 371,73 1 371,728 2,83343 0,118134
Fonte C e [C] 231,48 1 231,482 1,76443 0,208782
Error 1574,32 12 131,194

Total SS 10710,69 26

SS — soma quadrética; df — graus de liberdade; MS — média quadratica; valores em vermelho séo

estatisticamente significantes (p<0,05)

Tabela 4 - ANOVA aplicado aos resultados de acidez volatil

Fator SS df MS F p

Fonte N L+Q 11436,7 2 5718,37 4,40865 0,036689
[N] L+Q 8411,2 2 4205,60 3,24236 0,074853
Fonte C L+Q 55834,0 2 27916,99 21,52297 0,000107
[C] L+Q 31713,0 2 15856,51 12,22478 0,001273
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Fonte N e [N] 724,2 1 724,22 0,55835 0,469317
Fonte N e Fonte C 306,7 1 306,73 0,23648 0,635522
Fonte N e [C] 720,0 1 720,04 0,55513 0,470572
[N] e Fonte C 14019,0 1 14019,02 10,80815 0,006488
[N] e [C] 22115 1 2211,52 1,70500 0,216113
Fonte C e [C] 14991,7 1 14991,70 11,55805 0,005273
Error 15564,9 12 1297,08

Total SS 158633,5 26

SS - soma quadratica; df — graus de liberdade; MS — média quadratica; valores em vermelho séo

estatisticamente significantes (p<0,05)

Tabela 5 - ANOVA aplicado aos resultados de graduacao alcodlica

Fator SS df MS F p
Fonte N L+Q 0,312146 2 0,156073 20,48460 0,000135
[N] L+Q 0,000797 2 0,000399 0,05230 0,949255
Fonte C L+Q 0,012014 2 0,006007 0,78843 0,476751
[C] L+Q 0,106385 2 0,053193 6,98154 0,009749
Fonte N e [N] 0,011033 1 0,011033 1,44812 0,252033
Fonte N e Fonte C  0,000725 1 0,000725 0,09514 0,763031
Fonte N e [C] 0,036386 1 0,036386 4,77565 0,049420
[N] e Fonte C 0,005399 1 0,005399 0,70861 0,416365
[N] e [C] 0,002160 1 0,002160 0,28353 0,604115
Fonte C e [C] 0,031371 1 0,031371 4,11746 0,065226
Error 0,091428 12 0,007619

Total SS 0,618764 26

SS - soma quadratica; df — graus de liberdade; MS — média quadratica; valores em vermelho séo

estatisticamente significantes (p<0,05)

Tabela 6 - ANOVA aplicado aos resultados de CFT

Fator SS df MS F p

Fonte N L+Q 6248351 2 3124175 3,96146 0,047749
[N] L+Q 187900 2 93950 0,11913 0,888730
Fonte C L+Q 84641386 2 42320693 53,66278 0,000001
[C] L+Q 16983491 2 8491746 10,76756 0,002099
Fonte N e [N] 694475 1 694475 0,88060 0,366543
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Fonte N e Fonte C 79286 1 79286 0,10054 0,756637
Fonte N e [C] 191056 1 191056 0,24226 0,631460
[N] e Fonte C 604930 1 604930 0,76705 0,398322
[N] e [C] 5853 1 5853 0,00742 0,932769
Fonte C e [C] 7959787 1 7959787 10,09304 0,007966
Error 9463697 12 788641

Total SS 129142652 26

SS - soma quadratica; df — graus de liberdade; MS — média quadratica; valores em vermelho séo

estatisticamente significantes (p<0,05)

A concentracao de carbono ([C]) € um fator fortemente influente na fermentacéo dado
gque os microrganismos utilizam da sacarose, fonte mais comum utilizada para kombucha,
para a producdo de energia para sobreviver, além de outros subprodutos para a kombucha;
através da enzima invertase secretada pelas leveduras, a sacarose € hidrolisada em glicose
e frutose que é consumido pelas leveduras e bactérias para formacdo de etanol e acidos
organicos, como acético e glucurdnico (FABRICIO et al., 2022; LEONARSKI et al., 2021a;
LUVISON; DANGUI; LIMA, 2023; PALUDO, 2017). Essa caracteristica faz com que a [C] afete
diretamente todos os resultados provando ser fator significativo em todos estes. Além disso,
a fonte de carbono (Fonte C) ndo se mostrou significativo apenas para os resultados de
graduagédo alcodlica, mas Fonte C e [C] podem ser considerados os fatores mais influentes
na producdo de kombucha, considerando que ambos foram fatores significativos nos
resultados de ANOVA.

Além mais, logicamente, maiores concentragdes iniciais de carbono podem resultar
em maiores percentuais de taxa de acgucar residual apds a fermentacdo, mas isso ndo pode
ser considerado indesejado, uma vez que baixas concentracfes de aclUcar também podem
resultar em quantificacdes igualmente baixas de acidez. Também é possivel observar que os
substratos contendo melago, tanto em alta como em baixas concentragdes, desenvolvem
caracteristicas de acidez e CFT significativamente mais elevadas do que aqueles com agucar
comum. Isso demonstra que o melaco é um residuo com 6timas caracteristicas para a
fermentagdo, resultando em substratos com menores percentuais de acUcar residual e
maiores quantidades de acidos e compostos fendlicos (AMIRI et al., 2024; MALBASA et al.,
2008; SELVARAJ; GURUMURTHY, 2024b).

Ainda, o melaco como fonte de carbono também é responsavel por uma maior
atividade dos microrganismos. Isso porque nas amostras de fermentacdo com melago é

possivel observar um maior aumento acidez devido & composicao quimica do melago, que
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constitui um substrato muito conveniente para a producao de diferentes acidos organicos;
porém é necessario considerar um equilibrio com a concentra¢cao do mesmo, ao perceber que
em altas concentracdes essa producdo pode ser inibida (MALBASA; LONCAR; DJURIC,
2008; SALEHI; SADEGHI; KARIMI, 2021).

A fonte de nitrogénio (Fonte N) também se mostrou influente em todos os resultados,
diferente da concentracdo de nitrogénio ([N]) que é significativa apenas em interacdo com
Fonte C nos resultados de acidez volatil. As infusdes fornecem nitrogénio, purinas e minerais
essenciais, além de aminoéacidos e outros compostos bioativos; logo, a diferenca de Fonte N
altera nas atividades metabdlicas dos microrganismos de acordo com a disponibilidade de
nutrientes e compostos, porém independente da concentracdo, 0s microrganismos podem
sobreviver da mesma maneira (SHENQOY K.; LOBO; DIAS, 2019; SOARES; LIMA; SCHMIDT,
2021; YILMAZ; OZDEMIR; GOKMEN, 2020).

A milhocina traz em sua formulacdo nutrientes diferentes do cha, sendo rica em
nitrogénio, principalmente organico, vitaminas hidrossollveis, aminoécidos, minerais e outros
estimulantes de crescimento biolégico; assim altos rendimentos podem ser observados
quanto a producdo de metabdlitos dos microrganismos, como etanol e acidos organicos
(AMARTEY; JEFFRIES, 1994; CHEILAS et al., 2000; RIVAS et al., 2004; SILVEIRA et al.,
2001). O trub também apresenta uma composi¢do diferenciada, com quantidades
consideraveis de minerais, lipidios, taninos, 6leos essenciais, vitaminas, proteinas,
aminoacidos e demais componentes, tornando assim interessante para aplicacdes
biotecnoldgicas e, principalmente, fermentativas ja que oferece um substrato rico para o
desenvolvimento microbioldgico (ELLWANGER, 2022; MATHIAS; MELLO; SERVULO, 2014;
MUSSATTO, 2009).

Na andlise da taxa de acgucar residual, esperava-se que pelo menos 70% da
concentracdo inicial de aglcar deveria ser consumida em um periodo de 10 dias. A partir
desse critério, verificou-se que apenas onze substratos atingiram essa meta; em ordem
crescente de taxa de acUcar residual, os substratos identificados foram: M15R20, M5M20,
T5C20, M15M60, T15M20, M10C20, M10M100, P15M100, T10R20, M10R60 e P15C20. Os
fatores mais significativos para esses resultados foram Fonte N, Fonte C e [C], indicando a
influéncia direta desses parametros no consumo de acucar durante a fermentacéo. Dentre os
substratos que atenderam ao critério estabelecido, seis foram formulados com milhocina e
trés com trub, destacando-se como fontes eficientes de nitrogénio. Adicionalmente, cinco
substratos continham melaco como fonte de carbono, demonstrando que substratos
alternativos sao igualmente eficazes em comparacdo ao padrdo, no que diz respeito a

eficiéncia de consumo de agucar.
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Na analise da acidez volatil, os valores mais elevados quantificados, que inclusive
excederam o limite maximo permitido pela legislagdo (130 mEq/L), foram observados nos
substratos, em ordem decrescente: M15M60, M10M100, P15M100, T10M60, T5M100 e
M15C100. Notou-se que cinco desses substratos utilizam milhocina ou trub como Fonte N, e
cinco contém melagco como Fonte C. Além disso, todos os substratos apresentavam
concentracdes iniciais de carbono de 60 ou 100 g/L. Esses achados sugerem que tanto as
fontes de nitrogénio e carbono derivadas de substratos sustentaveis, quanto concentracfes
mais elevadas de carbono, favorecem a produc¢éo de acidos volateis pelas bactérias durante
o0 processo fermentativo, resultando em uma acidez volétil superior. Além disso, foi observada
significancia nas interagbes entre os fatores [N] e Fonte C, bem como entre Fonte C e [C],
conforme analisado nas curvas de nivel apresentadas na Figura 3. A andlise revela que a
maior producdo de acidos ocorre quando ha uma concentracdo mais elevada de nitrogénio

associada ao melago como Fonte C, especialmente em condi¢des de alta [C].

Figura 3 — Curvas de nivel para as interacdes entre os fatores (A) [N] e Fonte C e (B) Fonte C e [C]

para os resultados de acidez volatil
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Na analise da graduacdo alcodlica, apenas os substratos P5M60 e P15M100
ultrapassaram o limite permitido pela legislacéo (0,5%), com Fonte N e [C] sendo os fatores
significativos para esses resultados. O cha preto, utilizado como Fonte N, juntamente com
concentracdes de carbono entre 60 e 100 g/L, mostrou-se mais influente na elevacédo dos
niveis de etanol. Entre os substratos que se mantiveram dentro dos limites regulamentares,
0s maiores valores, ainda assim, acima de 0,2% de etanol, foram observados em P10R100,
P15R60, P10C60, M10R60, P5C100, T5M100, P5R20 e P15C20. Adicionalmente, a interacao

entre os fatores Fonte N e [C] foi significativa, conforme analisado na curva de nivel na

20
15 < 140 Ac. Refinado Ac. Cristal Melaco lll > 100
<60
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Figura 4. A analise demonstrou uma maior producao de etanol em substratos que utilizam cha

preto como Fonte N, particularmente quando a [C] é de 60 g/L ou superior.

Figura 4 — Curva de nivel para a interagdo entre os fatores Fonte N e [C] para os resultados de
graduacéo alcodlica
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20 =
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Na CFT, os substratos que apresentaram o0s valores mais altos, em ordem
decrescente, foram: T5SM100, T10M60, P15M100, P5M60, M10M100, M15M60 e P10M20,
todos com concentragdes superiores a 3500 mEAG/L. A ANOVA revelou que os fatores Fonte
N, Fonte C e [C] foram significativamente influentes. O melagco destacou-se como a Fonte C
mais impactante na elevacdo dos niveis de CFT, especialmente em concentragbes mais
elevadas de carbono. Esse comportamento foi reforcado pela interagdo significativa entre
Fonte C e [C], conforme mostrado na curva de nivel apresentada na Figura 5. Esses
resultados sugerem que a escolha de substratos ricos em melaco, aliado a concentracdes
mais altas de carbono, otimiza a producdo de compostos fendlicos totais, contribuindo para o

perfil antioxidante e funcional da kombucha.
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Figura 5 — Curva de nivel para a interacao entre os fatores Fonte C e [C] para os resultados de CFT

Curva de Nivel para CFT
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Em um estudo conduzido por Cardoso et al. (2020), foram produzidas kombuchas
utilizando cha preto e cha verde, com uma concentragdo de 12 g/L de folhas de cha, 50 g/L
de sacarose e 10% de inoculo, fermentadas por 10 dias. A quantificacdo de agucares, acidos
organicos e etanol foi realizada por HPLC, obtendo-se concentracdes de 19,29 g/L e 34,97
g/L de sacarose, 1,17 g/L e 0,47 g/L de &cido glucurénico, e 7,29 g/L e 4,90 g/L de etanol para
as kombuchas de cha verde e cha preto, respectivamente. Ambas as amostras apresentaram
uma concentracdo de 3 g/L de acido acético. Semelhantemente, Dartora et al. (2023b)
produziu kombuchas utilizando cha preto e cha verde, com uma concentracdo de 12 g/L de
folhas de cha misturadas em diferentes fracdes, diferentes concentracdes de sacarose e
diferentes massas de SCOBY para in6culo, fermentadas por 10 dias. A quantificacao de
acidez e etanol obtiveram concentracdes de entre 49,9 e 91,2 mEq/L de acido acético e 1,468
e 3,209 mg/mL de etanol para as kombuchas. Comparando esses resultados com o0s
substratos de cha preto desenvolvidos no presente estudo, foram observadas diferencas nos
niveis de sacarose residual, acido acético e etanol. As médias para os substratos de chéa preto
neste trabalho foram 27,74 g/L de acucar residual, 5,35 g/L de acido acético e 2,89 g/L de
etanol.

Paludo (2017) investigou a producédo de kombucha utilizando 10 g/L de cha verde e
erva-mate, além de 90 g/L de sacarose, fermentados por 7 dias, tanto em escala laboratorial,
com o uso de biorreatores de tanque agitado (STR) de 2 L, quanto em escala artesanal,
utilizando jarras de vidro de 1,5 L. As concentracdes finais de sacarose nas kombuchas de
erva-mate foram de 73,54 g/L (artesanal) e 78,94 g/L (laboratorial), enquanto nas kombuchas

de ché verde os valores foram de 36,25 g/L e 63,8 g/L, respectivamente. A concentracdo de
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acido acético atingiu 2,72 g/L (artesanal) e 4,12 g/L (laboratorial) para a erva-mate, e 4,23 g/L
(artesanal) e 5,47 g/L (laboratorial) para o cha verde. A analise de compostos fendlicos
resultou em 605,9 mg/L na kombucha artesanal de erva-mate e 785,2 mg/L na versao
laboratorial, enquanto as kombuchas de cha verde apresentaram 938,5 mg/L (artesanal) e
1087,4 mg/L (laboratorial). Quanto a quantificacdo de etanol, esta foi realizada apenas nas
amostras artesanais, com concentracfes de 4,74 g/L para o cha verde e 2,48 g/L para a erva-
mate. Esses resultados evidenciam varia¢cdes importantes entre a utilizacdo de diferentes
substratos, especialmente em termos de consumo de agucar, producdo de &cidos organicos
e teor de compostos fendlicos, refletindo o impacto da adaptacdo dos microrganismos em
diferentes substratos sobre o perfil final da kombucha.

Barakat et al. (2024) investigaram a produgédo de kombucha utilizando 100 g/L de
bagaco de uva, obtido de uma vinicola local, com infusdo a 80 °C por 20 minutos. O estudo
variou trés parametros principais: concentracdo de sacarose (20 ou 35 g/L), duracdo da
fermentacdo (7 ou 10 dias), e temperatura (20 ou 25 °C). A maior acidez titulavel foi registrada
na condicdo de 35 g/L de sacarose, fermentada por 10 dias a 25 °C, com um valor de
12,41 g/L. No entanto, essa concentragao foi superada pelos substratos P15M100 (16,67 g/L),
M10M100 (18,58 g/L) e M15M60 (19,05 g/L) no presente estudo. No final da fermentacéo, as
amostras de Barakat et al. apresentaram agucar residual variando entre 32,16 g/L e 6,63 g/L,
enquanto no presente trabalho o aglcar residual variou entre 66,06 g/L e 1,31 g/L. Em relag&o
ao teor alcoolico, a maior concentracdo de etanol foi observada na amostra com 35 g/L de
sacarose fermentada por 7 dias a 25 °C, com 9,30 g/L de etanol. No presente estudo, o
substrato P15M100 apresentou 5,338 g/L de etanol.

Selvaraj e Gurumurthy (2024) investigaram a produg&o de kombucha utilizando 10 g/L
de cha verde em po e 75 g/L de melago, inoculada com 20 g/L de SCOBY e fermentada por
6 dias a 30 °C. Como controle, produziram uma kombucha com 10 g/L de cha preto e 75 g/L
de acucar, fermentada por 10 dias nas mesmas condi¢cdes. Os resultados indicaram
concentracdes de 0,0379 g/L de acido acético e 0,0178 g/L de acido glucurénico no controle,
enquanto o teste apresentou valores de 0,042 g/L de acido acético e 0,0214 g/L de acido
glucurdnico. O conteado de compostos fendlicos totais foi superior na kombucha produzida
com chéa verde e melaco (27,1%) em comparacao ao controle com cha preto e acucar (20,8%).
As concentragfes de aguUcares remanescentes também variaram entre as amostras: o
controle apresentou 0,006 g/L de glicose, 0,001 g/L de frutose e 0,007 g/L de sacarose,
enguanto o teste registrou 0,007 g/L de glicose, 0,004 g/L de frutose e 0,014 g/L de sacarose.

Além mais, os resultados obtidos neste trabalho se mostraram mais promissores, pois 0s
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substratos com melaco obtiveram resultados de acgUcar residual baixos e elevadas
concentracdes de acidez volatil.

Esses resultados evidenciam o impacto da substituicdo das Fonte C e Fonte N, como
0 acucar por melaco ou cha por milhocina ou trub, refletindo variacdes significativas nas
concentracdes de 4cidos organicos, compostos fendlicos e aclcares residuais. As variacfes
observadas também destacam a influéncia de diferentes condicbes de fermentacdo e
composi¢ces de substratos sobre os perfis metabélicos da kombucha, especialmente no que
diz respeito a producdo de &cidos e etanol. As diferengcas no comportamento fermentativo,
associadas a variaveis operacionais e ao uso de substratos alternativos, como o bagaco de
uva, reforcam a importancia do controle dessas variaveis para otimizar o perfil final da bebida.

Para definir as melhores condi¢des de substrato, foi necessario identificar as melhores
composi¢cOes para cada resposta e ponderar dois substratos considerados como melhores
para producdo de kombucha levando em conta um menor percentual de agucar residual e
etanol produzido e uma alta acidez volatil e CFT, respeitando os limites da legislagdo. Analisar
todos os dados permite tirar diferentes conclusées, dependendo da resposta avaliada. Mas, é
importante ressaltar a viabilidade econdmica e sustentavel da utilizacdo e valorizacdo de
residuos agroindustriais, ponderando-se que as composi¢cfes de cada residuo podem variar
dependendo da matéria-prima e método de processamento utilizado. Desta forma, pode-se
concluir que, de acordo com os resultados e dados discutidos, os melhores substratos
alternativos de kombucha sdo M5M20 e T15M20, visando reduzir o agucar residual e a

formacéo de etanol, e enriquecer a bebida com acidos organicos e compostos fendlicos.

5.2 Avaliacdo cinética da fermentagdo de kombucha

Com os melhores substratos de kombucha definidos, M5M20 e T15M20, a avaliagédo
cinética foi realizada comparando-os a um meio padrao (P5R50) com 5 g/L de cha preto e 50
g/L de acucar refinado. As médias e desvios padrdes para os resultados de concentracéo de
acucar residual, acidez volatil, graduacao alcodlica e CFT para os dias 0, 4, 8, 12 e 16 séo

apresentados nas Figuras 6 a 9, respectivamente.
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Figura 6 — Concentracdo de agucar residual (g/L) em funcdo do tempo (dias) para os substratos de
fermentag¢@o P5R50, M5M20 e T15M20.
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Figura 7 — Acidez volatil (mMEAA/L) em funcédo do tempo (dias) para os substratos de fermentacao
P5R50, M5M20 e T15M20.
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Figura 8 — Graduacao alcodlica (%) em funcdo do tempo (dias) para os substratos de fermentacao
P5R50, M5M20 e T15M20.
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Figura 9 - CFT (MEAG/L) em fun¢éo do tempo (dias) para os substratos de fermenta¢gdo P5R50, M5M20
e T15M20.

3000

2500

2000 %

=
e
UEJ 1500 I e s P5R50
= L
b e M5M 20
© 1000
e T15M 20
500 |
0 t t t |
0 4 8 12 16
Tempo (dias)

O substrato padrdo P5R50 apresentou comportamento tipico durante o processo de
fermentacdo, onde a concentracdo de acUcar total reduziu até atingir o valor médio de,
aproximadamente, 4,592 + 1,110 g/L ao fim do processo; a concentracao de acidos volateis
aumentou gradativamente até o dia 8 alcancando um pico de, aproximadamente, 129,38 +
5,57 mEAA/L, havendo uma reducéo nos dias posteriores; a concentragédo de etanol teve seu

maior pico no dia 4 e reduzindo a 0,32 + 0,062 g/L ao fim da fermentacéo e, por fim, a CFT
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elevou gradativamente durante todo processo atingindo o valor de 1562,10 + 10,83 mEAG/L
com 16 dias de fermentacao.

Os meios alternativos M5M20 e T15M20 apresentaram uma reducdo brusca da
concentracdo de acucar total até o dia 4 e mantiveram-se constantes proximo ao valor de
4,350 + 0,757 g/L para M5M20 e 3,986 + 0,210 g/L para T15M20 até o final da fermentacao.
Esta queda brusca na concentracdo de acUcar pode indicar que a fase de crescimento
exponencial dos microrganismos foi mais intensa. O mesmo se aplica aos resultados de
concentracdo de etanol e acidez volatil, que obtiveram picos no dia 4 com valores de 1,61 +
0,336 g/L e 1,68 = 0,383 ¢g/L de etanol para M5M20 e T15M20, respectivamente, e 177 £
29,08 mEAA/L para M5M20, havendo excecéo da acidez para o meio T15M20 que teve seu
pico apenas no dia 8 com 158,73 + 9,61 mEAAI/L, e que a partir dai reduziram seus valores
de concentracdo de etanol e acidez volatil; este comportamento era esperado para o etanol
que seria produzido pelas leveduras e oxidado pelas bactérias, quanto aos acidos é
consideravel que a falta de uma fonte de carbono abundante da metade dos dias em diante
levou os microrganismos a consumi-los. A CFT apresentou o mesmo perfil que o substrato
padrdo, entretanto apresentando valores maiores, sendo o valor médio final de 2360,12 +
56,26 MEAG/L para M5M20 e 2422,87 + 59,63 mEAG/L para T15M20 (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Ao realizar uma pesquisa sobre fermentagdo de kombucha utilizando de diferentes
chas de Camellia sinensis, Jakubczyk et al. (2020) preparou kombuchas com 8 g/L de cha
verde, preto, branco e vermelho e 100 g/L de agucar fermentando a 28 °C por 1, 7 e 14 dias
para determinac@o de CFT e propriedades antioxidantes, além de acido acético, aglcares e
etanol. A CFT quantificada para cada cha antes e apos a fermentagéo foi de 0,27 e 0,32 g/L
para o cha verde, 0,18 e 0,21 g/L para o cha preto, 0,18 e 0,23 g/L para o cha branco e 0,23
e 0,27 g/L para o cha vermelho; dessa forma, todos demonstraram aumento de fendlicos
durante a fermentacao, assemelhando-se ao comportamento registrado neste estudo. Além
mais, a concentracdo de etanol também demonstrou comportamento semelhante a este
estudo, tendo pico em 7 dias e diminuindo até o dia 14 com valores finais de 2,75%, 2,0%,
3,0% e 3,0% para as kombuchas de cha verde, preto, branco e vermelho, respectivamente.
Quanto a acidez, foi denotado valores mais altos de acido acético que os obtidos nesta
pesquisa, como 9,083 g/L de acido acético em kombucha de cha preto fermentado por 14
dias.

Semelhantemente, Dartora et al. (2023b) produziram kombuchas utilizando 10 g/L de
cha verde e 25 g/L de acucar, inoculadas com 30 g/L de SCOBY e 10 mL/L de starter
fermentado, mantidas a 25 °C por 14 dias. A acidez inicial de 40,1 mEg/L atingiu 384,0 mEqg/L
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ao final do periodo de fermentacdo, com aumento continuo até o 10° dia, seguido de um leve
decréscimo — comportamento semelhante ao observado nos experimentos deste estudo. A
concentracdo de etanol aumentou até o 7° dia, alcancando 5,38 g/L, mantendo-se estavel até
0 14° dia. Esse comportamento difere das amostras P5R50, M5M20 e T15M20 do presente
trabalho, nas quais o pico alcodlico foi observado no 4° dia, com valores de 0,29%, 0,20% e
0,21%, respectivamente, seguido de uma reduc¢éo gradual. A concentracao total de polifendis
nas kombuchas de Dartora et al. (2023b) aumentou até o 7° dia, estabilizando-se até o 10°
dia e decaindo no 14° dia. Esse resultado contrasta com o presente estudo, no qual o contetdo
de compostos fendlicos totais (CFT) continuou a aumentar ao longo de todo o experimento.

Correspondente a este estudo, Kuzu et al. (2023) produziu kombuchas utilizando
diferentes infusBes de ervas e frutas (cha verde, cha preto, sélvia, tilia, mirtilo, rosa mosqueta,
maca e roma) na proporcao de 10 g/L juntamente de sacarose nas concentracdes de 10, 40
ou 70 g/L, incubados por 10 dias a 24 °C com amostragem diaria. ApGs as fermentacdes, foi
observado que os substratos com maior concentracao de agucar residual foram 55,40 g/L da
kombucha de tilia e 48,39 g/L da kombucha de maca, ambas com 70 g/L de sacarose inicial,
demonstrando uma fermentagéo similar da kombucha de cha preto deste estudo, onde os
acucares levaram mais tempo para serem consumidos. Outra consideracdo é sobre a
quantificag@o de &cidos totais, que mostrou os maiores valores para kombucha de sélvia e
40 g/L de sacarose com 4,21% e para kombucha de rosa mosqueta e 70 g/L de sacarose com
2,55%, expondo que sdo necessérias quantidades maiores de agUcares para uma producdo
maior de acidos que se difere das kombuchas M5M20 e T15M20 que obtiveram quantidades
altas de acido mesmo em uma concentrag@o considerada baixa de acucares.

Leonarski et al. (2021a) realizou a produgédo de kombucha utilizando do subproduto
seco da clarificacdo do suco de acerola nas proporcdes de 1, 3 e 5% (m/v em base seca),
70 g/L de substrato (glicose e frutose 1:1) e 10% de indculo, fermentando a 30 °C por 0, 3, 6,
9, 12 e 15 dias. Com a utilizagcéo deste substrato, foi observado uma preferéncia pelo consumo
de glicose que frutose por parte dos microrganismos, mas isso pode ser afetado pela presenca
de diferentes tipos de espécies presentes na kombucha; além mais, notou-se um aumento no
consumo de acUcar conforme aumentou a concentracdo de subproduto de acerola,
alcancando 56,6% de consumo dos acUcares totais para a kombucha com 5% de subproduto
de acerola ap6s 15 dias, comportamento equivalente as kombuchas de trub e milhocina, onde
0 consumo de acUcares também foi maior. Também, Leonarski et al. (2021a) obteve a
concentracao final de etanol aproximada de 9 g/L, contudo seu crescimento foi linear, o que
se difere do estudo aqui realizado que apresenta pico de producdo de etanol com 4 dias

seguido de diminuig&o.
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De forma semelhante, Malbasa, Lon¢ar e Djuri¢ (2008) estudaram a producéo de 2 L
de kombucha utilizando 3 g e ché preto e 140 g de sacarose ou trés diferentes melacos
(adicionados com quantidade suficiente para atingir 140 g de sacarose); a fermentacao
ocorreu a 22 °C durante 14 dias, com amostras nos dias 0, 3, 7, 10 e 14. Inicialmente, ja foi
possivel observar que mesmo antes da fermentacdo as kombuchas com melacgo
apresentavam quantidades significativamente maiores de &cidos (0,9 g/L) que a com sacarose
(0,15 g/L), circunstancia que nao ocorreu neste estudo no qual a acidez volatil incial se
mostrou semelhante para todas as amostras. Com o decorrer da fermentacido, Malbasa,
Lon&ar e Djuri¢ (2008) observaram que todas as amostras aumentaram a concentragédo de
acidos chegando a 1,15 g/L na kombucha com sacarose e 3,1 g/L como média geral das
kombuchas com melaco, porém a amostra mais significativa de melago alcangou 4,2 g/L de
acidos organicos; a cinética do presente estudo se difere por mostrar que as kombuchas com
melaco tiveram um pico de maior acidez seguido da diminuigdo da mesma.

Por fim, para Malba$a, Lon¢ar e Djuri¢ (2008) o agucar comegou a ter um consumo
mais elevado a partir do terceiro dia até o décimo dia em que entrou em um estado
estacionério, onde a kombucha com sacarose obteve aproximadamente 35 g/L de agucar
residual, enquanto as kombuchas de melago restaram apenas de 2 a 12 g/L; neste trabalho,
todas as kombuchas tiveram sua concentracdo de agucar final aproximado de 5 g/L, com um
consumo brusco até o quarto dia para os substratos M5M20 e T15M20 e um consumo linear
para o substrato P5R50.

Adicionalmente, Fabricio et al. (2022) produziu kombuchas utilizando 8 g/L de cha
verde e 80 g/L de acucar demerara organico, estudando diferentes formas de inocular a
bebida utilizando o starter tradicional, com 50 g/L de biofilme e 100 mL/L de kombucha, como
controle comparado a um starter centrifugado, com 50 g/L de biofiime e 100 mL/L de
kombucha centrifugada e ressuspendida em cha nas mesmas condi¢des do substrato, e um
starter liofilizado, com 50 g/L de biofilme e 100 mL/L de kombucha centrifugada ambos
liofilizados. A fermentacéo ocorreu em biorreatores a 28 °C por 5 dias de maneira aerodbia e,
posteriormente, colocados em vidros herméticos e incubados a 25 °C por 2 dias, ocorrendo a
fermentacdo anaerdbia. Dessa forma, foi possivel observar que a kombucha inoculada com
starter centrifugado obteve aproximadamente 50% dos seus agucares consumidos,
alcancando aproximadamente 35 g/L, e com uma producao de 5 g/L de acido acético e 6 g/L
de etanol ao fim do processo. Comparando-se ao substrato padrdo P5R50 deste estudo, é
possivel observar um comportamento similar para o consumo de acuUcar e a producao de

acido acético e etanol que também ocorreram de maneira linear, alcancando no 4° dia valores
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de 34,35 g de acucares por L, 67,04 mEAA/L, equivalente a 4,02 g de acido acético por litro
e 2,30 g/L de etanol.

Dessa forma, observa-se que diversos fatores podem acarretar mudancas diversas na
composi¢ao quimica do produto final da kombucha, portanto deve-se analisar qual o melhor
ponto para interromper a fermentacao a fim de obter um produto com maiores quantidades de
compostos organicos (acidos e CFT) e menor concentracao de acglcares e etanol, que podem
trazer reacOes adversas ao organismo. A produtividade maxima de acidez volatil obtida para
cada substrato foi de 16,17 mEAA/L.dia para P5R50 e 19,84 mEAA/L.dia para T15M20,
ambos obtidos no 8° dia, e 44,46 mEAA/L.dia para M5M20 obtido no 4° dia; estes dados
mostram que o0s substratos analogos possuem maior capacidade de producao se comparados
ao substrato padrao, mesmo que em sua continuidade haja um decréscimo do valor de acidez.
Ainda, realizando uma correlacdo entre a concentracdo de agucar total e acidez volatil para
os trés substratos estudados (P5R50, M5M20 e T15M20), Figuras 10 a 12, pode-se observar
como o consumo do substrato atua na formacéo de produtos.

Figura 10 — Concentragdo de acUcares totais (g/L) e de acidez volatil (NEAA/L) por tempo (dias) para
0 substrato P5R50
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Figura 11 — Concentracdo de acUcares totais (g/L) e de acidez volatil (MEAA/L) por tempo (dias) para
0 substrato M5M20
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Figura 12 — Concentracao de aguUcares totais (g/L) e de acidez volatil (NEAA/L) por tempo (dias) para
0 substrato T15M20
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Sabendo que para os trés substratos testados, a CFT aumenta ao longo do tempo de
fermentacdo e no oitavo dia a graduacao alcodlica esta abaixo de 0,15%, pode-se chegar a
conclusao de que a kombucha padrédo (P5R50) tem seu melhor tempo de fermentacéo aos 16
dias quando apresenta valor maximo de acidez volatil e minimo de concentracdo de acucar
total. Por outro lado, as kombuchas analogas apresentam valores baixos de concentracéo de
acucares totais no quarto dia de fermentacdo, mas em relacdo a acidez volatil, os dois
substratos apresentaram valores superiores ao limite de acidez volatil de 130mEg/L com
177 mEAA/L para M5M20 no quarto dia e 158,73 mEAA/L para T15M20 no oitavo dia. Ainda

assim, levando em consideragdo que o aumento de escala de producdo ir4 afetar estes
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valores, foi considerado que o melhor tempo de fermentacdo para as kombuchas analogas
T15M20 e M5M20 é de 8 dias.

5.3 Andlise sensorial das kombuchas produzidas

Para a analise sensorial foram avaliadas as kombuchas M5M20 e T15M20 fermentadas
por 8 dias comparadas a kombucha P5R50 fermentada por 16 dias. Foram realizadas analises
fisico-quimicas das amostras antes e apds a primeira e antes e apés a segunda fermentacao
(kombucha saborizada e kombucha carbonatada), com os resultados sendo apresentados no
Apéndice C.

A andlise sensorial contou com a participagdo de 71 pessoas da comunidade da
universidade, incluindo alunos, professores e colaboradores. Destes, 4 pessoas afirmaram no
questionario on line que fumam cigarro, cigarro eletrdnico ou outros e 12 pessoas afirmaram
no questionario on line sentir algum sintoma de gripe ou infeccdo respiratéria nos 15 dias
antecedentes ao dia do teste; logo, por conta dos critérios de excluséo, estas respostas foram
desconsideradas na analise, obtendo-se 55 respostas remanescentes. Essa populacdo se
caracteriza por 80% ter entre 18 e 30 anos, 80 % ser do género feminino e 58,2% ja conhecer
e/ou consumir a kombucha.

As respostas obtidas foram analisadas e apresentadas nas Figuras 13 a 15, onde
observa-se o perfil de analise dos atributos de aparéncia (coloracao e turbidez), aroma (cha,
fermentado, frutado, azedo e avinagrado) e sabor (chd, avinagrado, doce, frutado e alcodlico)
classificando-as entre ausente, fraco, moderado, forte ou muito forte das kombuchas analogas
em comparacdo a kombucha padréo. A Figura 16 apresenta uma avaliagdo geral das

kombuchas padrao e analogas identificando-as entre muito ruim a muito boa.
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Figura 13 — Analise dos atributos de aparéncia (coloracao e turbidez) para as kombuchas analogas (A)
M5M20 e (B) T15M20
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Pode-se notar que o atributo de aparéncia das kombuchas obteve um perfil Unico,
onde a coloracdo e turbidez da kombucha M5M20 foram moderadamente mais intensos
enquanto a kombucha T15M20 apresentou intensidade forte de coloragdo e turbidez se
comparadas a kombucha padrédo. Tal fato ocorre pela presenca do melago que escurece e
aumenta a turbidez da bebida.

Figura 14 — Andlise dos atributos de aroma (chd, avinagrado, frutado, azedo e fermentado) para as
kombuchas anéalogas (A) M5M20 e (B) T15M20
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Na andlise de aroma percebe-se que, para ambos os casos, o aroma de cha é classificado
majoritariamente como fraco ou ausente demonstrando que este se perde quase completamente. A
kombucha M5M20 apresenta maior intensidade nos aromas de fermentado e avinagrado, ao passo que

os aromas de azedo e frutado podem ser percebidos por algumas pessoas, mas nao por outras, tendo
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intensidade classificada desde ausente até forte. Diferentemente, a kombucha T15M20 apresentou
seus aromas com intensidades mais equilibradas onde todos estdo majoritariamente classificados com
intensidade moderada a fraco, com uma pequena parcela do aroma avinagrado e fermentado para a

intensidade forte.

Figura 15 — Analise dos atributos de sabor (cha, avinagrado, doce, frutado e alcodlico) para as
kombuchas analogas (A) M5M20 e (B) T15M20
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O sabor foi 0 atributo que apresentou maiores diferencas entre cada critério avaliado,
mas de forma geral o sabor de ch& e doce foram avaliados predominantemente como ausente
para ambas as kombuchas. A intensidade do sabor alcodlico foi classificada desde ausente a
forte enquanto do sabor avinagrado desde moderado a muito forte para ambas as kombuchas.
J& o sabor frutado foi classificado principalmente como fraco para a kombucha M5M20 e
variou desde intensidade ausente a moderada na kombucha T15M20. Isso demonstra, em
geral, que as kombuchas anélogas possuem altos valores de acidez e baixos em acucar
mesmo apds saborizada e com a presenca de compostos aromaticos provenientes dos
insumos utilizados apresenta perfil sensorial, principalmente, avinagrado e fermentado, nédo

muito comum para a maioria das pessoas
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Figura 16 — Avaliacéo geral das kombuchas

Avaliacao Geral

Muito Ruim Ruim Aceitavel Muito Boa

25

20

1

[&]

1

[=]

[&]

[=]

B P5R50 ®WM5M20 ®ET15M20

A avaliacdo geral demonstra que a kombucha padrdo é considerada majoritariamente
aceitavel e boa pelos participantes, com porcentagens de 44,4% e 37,0% respectivamente. A
kombucha M5M20 foi considerada aceitavel por 40,0%, ruim por 27,3% e boa por 20,0% dos
participantes, enquanto a T15M20 foi classificada como ruim, aceitavel e muito ruim por
38,2%, 25,4% e 20,0% dos participantes, respectivamente. Como opc¢éo pode-se pensar em
aumentar a taxa de adicdo do componente de saborizacdo para alterar este perfil
beneficamente tornando a bebida mais palatavel.

Diversas literaturas apresentam diferentes andlises sensoriais de diferentes
kombuchas, mas o perfil acido e/ou avinagrado esta praticamente sempre presente. Neffe-
Skocinska et al. (2017) caracterizou o perfil sensorial da tradicional kombucha (com cha preto
ou verde e acguUcar) principalmente com aroma de ch@, liméo e azedo, enquanto os cheiros de
acético, fermento e outros e 0s sabores de cha e azedo eram quase imperceptiveis, mas com
uma bebida altamente clarificada. Zou et al. (2021) demonstrou que a kombucha preparada
com ché Zijuan (uma variedade de Camellia sinensis produzida na China) teve seu perfil visual
e olfativo mais bem avaliados enquanto sua pontuacdo para o perfil de sabor ficou 5,8% e
4,0% menor que as kombuchas de cha preto e verde, respectivamente; ainda assim, mesmo
com sabor amargo e &acido mais pronunciaveis por conta de uma maior concentracdo de
acidos organicos, antocianinas e catequinas, a bebida foi melhor pontuada na aceitabilidade
geral.

Dartora et al. (2023) utilizaram a metodologia Check-all-that-apply (CATA) para a
caracterizagao sensorial de amostras de kombucha feitas com cha verde, chéa preto e erva-

mate. Os participantes do estudo identificaram o sabor de vinagre em todas as amostras,
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porém, ndo mencionaram a presenca de aroma ou sabor alcodlico, embora a analise
instrumental tenha detectado etanol em todas as amostras. O estudo também revelou que a
kombucha de erva-mate foi percebida como tendo um cheiro e sabor mais suaves e doces,
além de cor clara, caracteristicas mencionadas pela maioria dos participantes.
Adicionalmente, os consumidores descreveram a kombucha ideal como doce, com sabor e
aroma suaves, perfil distante das kombuchas desenvolvidas neste trabalho que apresentam
aromas e sabores pronunciaveis de fermentado e alcodlico.

Malbasa et al. (2008) destacam que as kombuchas produzidas com melago
apresentam caracteristicas sensoriais distintas em comparacdo com as kombuchas
tradicionais. Essas versoes sao notavelmente mais escuras, levemente mais carbonatadas e
tém um perfil de dogura mais acentuado, com notas de caramelo e um aroma caracteristico
do melago. Em contraste, a kombucha feita com cha preto exibe uma colora¢cdo marrom clara,
€ mais espumante, tem um sabor acido e refrescante, preservando as qualidades tipicas do
cha fermentado.

Além disso, diferentes procedimentos durante a producdo de kombucha podem
influenciar significativamente seu perfil sensorial, tornando-a mais palatavel. Um controle mais
rigoroso das condi¢Bes de fermentagcdo, como temperatura, pH e tempo, ou 0 aumento da
propor¢do de componentes utilizados na saboriza¢do, sdo estratégias que podem melhorar a
aceitacdo do produto. Fabricio et al. (2022) também sugere que a adocdo de métodos
alternativos, como a produg¢do de kombucha sem a fragdo liquida do starter ou o uso de
starters liofilizados, pode proporcionar maior controle sobre a microbiota presente. Esses
procedimentos tendem a reduzir a produgéo de etanol e as concentragdes de &cido acético,
resultando em um produto final com menor acidez e menor teor alcodlico, o que pode ser

altamente benéfico para melhorar a aceitagdo sensorial da bebida.
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6 CONCLUSAO

Ao avaliar a producdo de kombuchas a partir do planejamento experimental foi
possivel demonstrar a importancia das Fonte N, Fonte C e [C] na formulacdo de substratos
para o crescimento microbiano e o desenvolvimento de novos produtos, o que torna o trabalho
mais custoso. Neste trabalho foram escolhidos como melhores substratos os identificados
como M5M20 e T15M20, compostos pelos residuos agroindustriais milhocina, trub e melaco,
por apresentarem menor taxa de acUcar residual e graduacéo alcodlica e maior acidez volatil
e CFT.

Definir o melhor tempo de fermentacdo para as kombuchas com os dois substratos
selecionados por meio da cinética de fermentacdo gerou informagcfes importantes com
relacdo ao crescimento microbiano e o desenvolvimento do produto ao decorrer do tempo. Foi
fundamental saber que as kombuchas analogas possuem um menor tempo de producao
quando comparada ao produto padrdo, porque o consumo de aglcares e a producao de
acidos sdo muito mais rapidos. Dessa forma, sabe-se que a producdo de kombuchas
utilizando os substratos analogos demonstram uma maior produtividade.

Por outro lado, a analise sensorial para os atributos de aparéncia, sabor e aroma das
kombuchas demonstrou que a kombucha padréo apresenta o perfil que melhor agrada aos
diversos tipos de paladares. A vista disso, desenvolver melhor o substrato ou trabalhar melhor
a saborizacdo podem ser opgBes para melhorar a kombucha tornando-a mais palatavel, visto
gue os substratos sdo considerados 6timos para a produgdo. Outro ponto a ser considerado
€ como a legislagdo considera esses produtos, visto que apenas € considerado como
kombucha o produto da fermentagédo de Camellia sinensis, sendo permitido a combinagéo da

mesma com outros ingredientes.
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8 APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa: Avaliagdo da Producdo de Kombuchas a partir de Diferentes
Substratos

Pesquisador Responsavel: Geasi Lucas Martins

Vocé estd sendo convidado(a) para ser participante do Projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo da Produgao de Kombuchas a partir de Diferentes Substratos” de responsabilidade
do pesquisador Geasi Lucas Martins, sob orientagdo da Prof.2 Dra. Andréa Lima dos Santos
Schneider e Prof.2 Dra. Michele Cristina Formolo Garcia.

Antes de participar da analise sensorial, leia cuidadosamente o0 que se segue e pergunte sobre
qualquer duvida que vocé tiver. Sentindo-se esclarecido(a) sobre as informacdes que estdo
neste termo e pronto a participar do estudo, peco que rubrique cada pagina e assine ao final
deste documento, em duas vias, sendo uma via sua e a outra do pesquisador responsavel

pela pesquisa. Saiba que vocé tem total direito de ndo querer participar.

1. O trabalho tem por objetivo analisar propriedades organolépticas de kombuchas produzidas
a partir de diferentes substratos considerando o desenvolvimento de uma marca e produgéo
de kombuchas relacionados a uma dindmica de mercado em conjunto a uma maior busca da

sociedade por estilo de vida saudavel;

2. A participagéo nesta pesquisa consistird em realizar analise visual, olfativa e gustativa em
kombuchas produzidas com diferentes substratos. Este teste ocorrerd apenas uma vez no
Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Gastronomia da Univille, durando, em
média, de 20 a 30 minutos, onde lhe serdo dados copos com as kombuchas que seréo
avaliadas visual, olfativa e gustativamente, e posteriormente, preenchido um formuléario online.

Também seréd oferecido graos de café e a4gua antes, entre e apés as degustacoes.

3. Durante a execucao da pesquisa poderdo ocorrer riscos de pequenos acidentes, como
derramamento de liquidos, ou pequeno desconforto gastrointestinal por se tratar de uma
bebida acida e probidtica. A bebida pode conter minimas doses de alcool (até 1%) além de

acucar, glaten e derivados de cevada, malte, milho e trigo.

4. Os beneficios com a participacdo nesta pesquisa serdo o desenvolvimento de um produto
probidtico com possiveis propriedades benéficas ao organismo. O consumo diario da

kombucha pode trazer melhorias ao organismo como o equilibrio da flora intestinal, acéo
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antioxidante, melhora de atividades metabdlicas e da imunidade, além de auxiliar na
diminuicéo de diabetes e outras propriedades. No entanto, para a participacdo nesta pesquisa,

0 consumo isolado ndo acarretara nenhum beneficio.

5. Os participantes ndo terdo nenhuma despesa ao participar da pesquisa e poderdo

retirar sua concordancia na continuidade da pesquisa a qualquer momento.

6. Nao ha nenhum valor econémico a receber ou a pagar aos voluntarios pela participacao,
no entanto, caso ocorra algum dano comprovadamente decorrente da participagéo no estudo,
os voluntarios poderao pleitear indenizacao, segundo as determinacdes do Codigo Civil (Lei
n° 10.406 de 2002) e das Resolu¢bes 466/12 e 510/16 do Conselho Nacional de Saude.

7. O nome dos participantes serd mantido em sigilo, assegurando assim a sua privacidade, e
se desejarem terdo livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que queiram saber antes, durante e depois da
sua participagao.

8. Os dados coletados serao utilizados Unica e exclusivamente, para fins desta pesquisa, e 0s

resultados poderéo ser publicados.

Qualquer duvida, pedimos a gentileza de entrar em contato com Geasi Lucas Martins,
pesquisador responsavel pela pesquisa, telefone: (47) 98404-2816, e-mail:

geasiim@gmail.com.

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de divida
quanto aos seus direitos, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Univille,
localizado na Rua Paulo Malschitzki, 10 - Bairro Zona Industrial - Campus Universitario — CEP
89219-710 - Joinville — SC ou pelo telefone (47) 3461-9235 ou e-mail: comitetica@univille.br.

Eu, , declaro ter sido informado e

concordo em participar do projeto de pesquisa acima descrito.

Joinville, de junho de 2024.

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador



9 APENDICE B — QUESTIONARIO ON LINE PARA ANALISE SENSORIAL

Projeto de Pesquisa - Avaliacao de

Kombuchas

Vooe esta sendo convidado(a) para ser participante do Projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo da Composigao Quimica e Cinética da Fermentacio de Kombucha Produzida
a partir de Diferentes Substratos” de responsabilidade do pesquisador Geasi Lucas
Martins, sob arentagdo da Prof.® Dra. Andréa Lima dos Santos Schneider e Prof_? Dra.
Michele Cristina Formolo Garcia.

0 trabalho tem por objetivo avaliar a produgio de kombuchia a partir de diferentes
substratos estimando o aglcar residual e fendlicos totais e a formagdo de etanol e
acidos totais considerando o desenvolvimento de uma marca e producio de kombuchas
relacionados a4 uma dinamica de mercado em conjunto a uma maior busca da sociedade

par estilo de wida saudavel.

A participacao nesta pesquisa consistird em realizar andlise visual, olfativa e gustativa
em Kombuchas produzidas com diferentes substratos comparando a uma kombucha
padrao. A participagdo e resposta a cada pergunta & livre de qualguer obrigatoriedade,
entdo sinta-se livre para deixar de participar a gualguer momenta ou de responder a
gualguer questdo. Os dados coletados serdo utilizados unica e exclusivamente, para fins

desta pesquisa, e as resultados poderdo ser publicados

Questiondrio Pessoal

1.

Faixa Etdrias

Marcar apenas wma oval.

:_l Entre 18 2 30 anos
—_J Entre 31 & 45 anos
'-f._-:' Entre 46 2 60 anos

i_," Mais de 60 anos
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2.

Género
Marcar apenas uma oval.

— .
) Masculing

__.J Feminino

) outro

'i:::l Prefiro ndo dizer

Furna cigarro, cigamo eletrénico, palheiro ou outros com frequéncia?

Marcar apenas uma oval.

x_—_J Sim

'

T

Sente ou sentiu algum sintoma de infeccio (gripe, resfriado, covid, etc.) ou alergia
nos altimos 15 dias?

Marcar apenas uma oval.

 Jsim

=

{ JN&o

S

Ja consumiu ou consome Kombucha?

Marcar apenas uma oval.

—

L )sim

[ )Nao

Anidlise Sensorial

Consistird em realizar analise visual, olfativa

e gustativa em Kombuchas produzidas com diferentes subsiratos. Serfo dados copos
com as kombuchas que serdo avaliadas e preenchido o formulario online. Também sera
oferecido dgua para beber antes, entre e apds as degustactes

78



6. Referente a Andlise Visual da Kombucha com menor nlimere comparado a
Kombucha P assinale a imtensidade de cada aspecto

Marcar apenas uma oval por linha.

Muito

Ausente Fraco  Moderade  Forle H

Farte

Coloragio () [ - = O

Tz (O (O (O (O O

7. Referente a Andlise Visual da Kombucha com maior niimere comparado a
Kombucha P assinale a imtensidade de cada aspecto

Marcar apenas uma oval por linha.

Muito
Farte

colomgie (O (O (O (O (O
Tubidez (O (O (O () (O

Ausente Fraco  Moderado  Forle

8. Referente a Andlise Olfativa da Kombucha com menor ndmero comparado a
Kombucha P assinale a intensidade de cada aroma

Marcar apenas uma oval por linha.

Ausente  Fraco Moderado  Forte Murto

Forte

Ché o O - o O
Avinagrade () (O O 0 )
Frutado o O O O O
Azedo o O O O O

|
O
O
O]
O]
O




9.  Referente a Andlise Olfativa da Kombucha com mailor nimere comparado a
Kombucha P assinale a intensidade de cada aroma

Mszrcar apenas uma ovel por linha.

Ausente  Fraco  Moderado  Forte Wl

Faorie

ons O O O O O
Avinagrado [ ) ) - ) O
Frutado - ) () ) O
Azedo - 2 (D ) O
Fermentados (| 2 () ) O

10. Referente a Andlise Gustativa da Kombucha com mener ndmero comparado a
Kombucha P, assinale a intensidade de cada sabor

Marcar apenas uma oval por linha.

Apoents Froco Modemdo Forte Wl

Forte

Cha D D () DD
Avinagrade ([ ) () - O
Doce ) ) ) OO
Frutado D D ) D D
Alcodlico D D ) DD




11. Referente a Andlise Gustativa da Kombucha com maior nimero comparado a
Kombucha P assinale a intensidade de cada sabor

Marcar apenas uma oval por linha.

Muita
Ausenie Fraco  Moderado  Forie Forte
Cha o O - D
Avinagrado ([ ) - - o O
Doce o O - ) D
Frutado o O - o O
Alcodlico O O - D
12. Como vooi avaliaria cada kombucha?
Marcar apenas uma oval por linha.
Muito _ _ Muito
Rl Ruim  Aceitawvel Boa Boa
Padio () (O 0 ()
Menar _—
_— O O O O O
Maiiar _—
ndney | — O - - O

13. Qual zeria a probabilidade de, conhecendo o produto, vocé compra-lo?

Marcar apenas uma oval.

gl O 0O Muito Provével
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14. Gostaria de fazer algum comentirio sobre o que achou das kombuchas?
Fique a disposigao para dizer ou ndo como se sentiu ao realizar o teste e o que
achou sobre as kombuchas.

Exte contedda ndo Tai criado ném apravado pela Google.

Google Formularios



10 APENDICE C — RESULTADOS FiSICO-QUIMICOS DAS KOMBUCHAS

PRODUZIDAS PARA A ANALISE SENSORIAL

83

Analise de Concentracdo e Acucares (g/L)

Antes da 12 Apos a 1@ Antes da 22 Apos a 22
Amostra
Fermentacgao Fermentacgéo Fermentacdo Fermentacéo
P5R50 68,41 21,28 29,75 22,75
M5M20 27,91 10,97 16,49 10,97
T15M20 31,22 9,86 21,28 9,86
Acidez Volatil (mEAAI/L)
Antes da 12 Apbs a 12 Antes da 22 Apods a 22
Amostra
Fermentacgé&o Fermentacgé&o Fermentacg&o Fermentacgéo
P5R50 6,77 63,56 57,83 47,93
M5M20 5,21 53,66 43,76 43,24
T15M20 4,69 61,48 60,44 42,72
Graduacao Alcodlica (%)
Antes da 12 Apbs a 12 Antes da 22 Apos a 22
Amostra
Fermentacgdo Fermentacgéo Fermentac&o Fermentacéo
P5R50 0,21 1,01 0,96 1,15
M5M20 0,23 0,87 0,76 1,09
T15M20 0,23 0,97 0,84 1,03
Composicao Fendlica Total (MEAGI/L)
Antes da 12 Apoés a 1@ Antes da 22 Apos a 22
Amostra . _ . _
Fermentacgao Fermentacgéo Fermentacgdo Fermentacéo
P5R50 892,48 1008,56 1385,83 1143,99
M5M20 1240,73 1250,40 1632,51 1477,73
T15M20 1487,40 1429,36 1927,55 1429,36
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