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The graphical abstract represents the production of kombucha, in which tea is first infused, added
sugar, milk whey and the scoby for fermentation. At this phase, pH and acidity were analyzed every

day to make a fermentative profile and potted up to the analyses.
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DEVELOPMENT AND EVALUATION OF KOMBUCHA BASED ON MATE HERB, MILK
WHEY AND TASTE WITH PULP OF FRUIT

Initial objective: production of flavored kombucha made with yerba mate and comparison of its
behavior during fermentation to that of traditional kombucha made with green tea. After
preliminary testing, a new formula of matte-based fermented flavored beverage (9% pulp) with
10%, 15% and 20% whey was developed. It was made by incorporating microorganisms (80 g/ L)
in mate tea (100 g / L) and sucrose (50 g / L), fermenting the beverage for 4 days via aerobiosis.
The analyses performed on the samples of both substrates for characterization and procedural
control were: pH, titratable acidity, fat %, protein and carbohydrates in addition to the
microbiological analysis. Results of mate herb kombucha with 10% of milk whey: pH = 2.99.
Titratable acidity was 0.98%. Total carbohydrates 0.84 g / 100g. Total protein, 1.00 g/ 100g. Total
fat: 0.2 g / 100g. Conclusion: The fermented and flavored yerba mate drink with 10% whey
presented satisfactory results in the physicochemical analyses when compared with green tea

kombucha, it also demonstrated biological and antimicrobial activity.
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INTRODUCAO

A kombuchd ¢ uma bebida fermentada que vem se popularizando no Brasil e que estd dentro
das tendéncias atuais do mercado, ¢ resultado da fermentacdo por uma associacdo simbiotica de
bactérias e leveduras '. O cha usado como substrato é o da planta Camellia sinensis, sendo que é
consumida ha anos pelas suas propriedades aromaticas e biologicas, onde seus efeitos e
constituintes tém sido pesquisados e indicam iniimeros beneficios para a satde. A bebida estimula o
sistema imunoldgico, auxilia a digestdo, previne infecgdes microbianas, protege contra o cancer e

doencas cardiovasculares *°.

Muitas das suas propriedades estdo associadas a presenca de
compostos fendlicos provenientes dos extratos vegetais utilizados de base. Também ¢ conhecida por
suas propriedades hipoglicémicas e anti-lipidémicas, atividades de eliminagdo de radicais livres,
entre outras *>°, Outra caracteristica importante da bebida é seu carater probidtico, em fungdo do
uso da cultura simbidtica utilizada, que possui tendéncia a colonizar a microbiota intestinal,
auxiliando o sistema imune ’.

O extrato vegetal contendo a cultura simbiotica ¢ incubado em condicdes aerdbicas, seguido
de fermentagdo anaerdbica, ambos com duragdo variavel em fung¢do do tipo cultura, pH do meio,
nutrientes, temperatura, entre outros. Tais condigdes tipificam a bebida com relagdo a caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais ®. E possivel encontrar variagdes de matérias-primas nas quais a cultura
simbiotica se desenvolve. Entre os substratos alternativos, pode-se citar a erva mate, que tem sua
origem na América do Sul e se desenvolve naturalmente no Brasil, na Argentina ¢ no Paraguai.
Contudo, cerca de 80 % da area de ocorréncia pertence ao Brasil, sendo a regido Sul a maior
produtora, desempenhando um importante papel socioecondmico e ambiental *'°.

Aliando o aspecto funcional e probidtico da kombuchd pelas propriedades benéficas da
infusdo de extrato vegetais como da erva-mate ou chd verde, uma opg¢do para incrementar mais
ainda o carater de saudabilidade do produto, seria incorporar o soro de leite como outro possivel
substrato para o desenvolvimento da cultura simbiotica, viabilizando uma possivel fermentacao
latica. Ao mesmo tempo que o soro de leite € considerado um residuo preocupante na industria de
lacteos (pelo seu teor altamente poluente), possui um perfil nutricional extremamente rico e
complexo. Desta forma, o objetivo deste trabalho ¢ produzir e padronizar uma bebida a partir da

erva-mate, acrescida de polpa de frutas tendo o soro de leite como alternativa de substrato e

observar seu desempenho tecnologico e parametros fisicos quimicos, microbioldgicos e sensoriais.



Kombucha

A kombucha ¢ uma bebida que se enquadra no segmento dos alimentos saudaveis naturais,
sendo resultado da fermentacdo de uma associacdo simbiotica de bactérias ¢ leveduras denominada
scoby (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts) que gera um sabor ligeiramente acido. A acidez
depende do tempo de fermentacdo da bebida, assim o maior o tempo de retengdo do processo
promove um menor pH *. Os primeiros registos desta bebida datam cerca de 221 a.C. Em 414 d.C.,
um médico de nome Kombu teria levado a kombucha da Coreia para o Japao para curar os
problemas digestivos do Imperador Inkyo !. Conforme a Portaria n.° 64 do Diario Oficial da
Republica Federativa do Brasil '' que estabelece padrdes de identidade para a kombucha, define a
bebida como: toda bebida fermentada com teor alcoolico de 1,5 % a base de cha de Camellia
sinensis (cha verde/chd preto). Sua producao se da pela infusdo do cha, adocada com actcar,
substrato da reacdo de fermentagdo. Ao cha adogado ¢ adicionado um volume de kombucha pronta
e uma scoby, precursora da fermentagdo, sendo esta cultura uma pelicula gelatinosa que se forma na
superficie do liquido e, a cada fermentacdo, sao formadas novas camadas na parte que estd em
contato com o ar 2,

E constituida majoritariamente por fibras e proteinas - esta proteina, rica em aminoacidos,
sendo a lisina presente em altas concentra¢des '. Porém ndo ha uma defini¢do ou composi¢do exata
J& que suas caracteristicas sensoriais € composicdo quimica estdo atreladas a diversos fatores que
variam de acordo com sua origem, condigdes de producdo, substratos como o tipo de cha e o acticar
utilizados como base, os microrganismos presentes na scoby e o tempo de fermentacdo. Alguns
componentes, como acidos organicos, vitaminas, polifenois e aminoacidos, estdo comprovadamente
presentes na maioria . Tem sido postulado que o nitrogénio deste cha (presente nas estruturas dos
alcaldides principais como cafeina, teobromina e teofilina) ¢ necessario para o desenvolvimento da
cultura probidtica sendo que ele estd presente em quantidades significativas em preparados de cha
verde, onde o teor de cafeina ¢ cerca de 5 % maior do que no cha preto (cerca de 2 %) '* e também
presente na erva mate, que possui um potencial uso para desenvolvimento da bebida em funcdo do
seu teor elevado de cafeina, fonte de nitrogénio °.

Os microrganismos presentes na kombucha encontram-se tanto no liquido quanto no scoby.

As bactérias predominantes na kombuché sdo as acéticas. Pertencem essencialmente aos géneros



Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter °, sendo a bactéria mais relevante e recorrente a
Gluconacetobacter xylinus, pois ¢ a responsavel pela sintetizagdo da scoby '°. Em combinagédo
simbiotica com as bactérias, ha diversos tipos de leveduras presentes na kombucha. Leveduras dos
géneros Zygosaccharomyces e Saccharomyces produzem compostos aromaticos frutados,
apresentando grande importancia no desenvolvimento do aroma da kombuchd. Ja as leveduras
apiculadas (Kloeckera e Hanseniaspora) sintetizam ésteres volateis e acidos que conferem ao

substrato um aroma semelhante a sidra '”'%.

Processo metabdlico

As leveduras e as bactérias da kombucha utilizam os substratos das suas atividades
metabolicas de forma complementar. As leveduras hidrolisam a sacarose da base de chd em frutose
e glicose pela a¢do da enzima invertase e produzem etanol e didxido de carbono. As bactérias
acéticas convertem a glicose em acido gluconico e a frutose em acido acético. A presenga deste
acido estimula as leveduras a produzir etanol que depois € utilizado pelas bactérias acéticas para o
seu crescimento e para a produgdo de mais acido acético '>'°. Tanto o etanol como o acido acético
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, o que significa que o ambiente
fermentativo da kombucha tem a capacidade de inibir o desenvolvimento de microrganismos
contaminantes '". Entre os 4cidos orginicos presentes, os mais importantes produzidos durante a
fermentagdo sdo glucurdnico, gluconico e latico. O 4cido latico se mostra mais presente em
preparagdes com base de cha verde se comparado a outros chas. O &cido glucurénico ¢ um dos mais
valiosos acidos para a saude presente na kombucha e ¢ o resultado de um processo microbiologico
de oxidagdo da glicose. Exibe efeitos desintoxicantes, pois tem a capacidade de se ligar a
xenobioticos, incluindo também fendis presentes no figado, permitindo que essas substancias sejam
excretadas pelos rins de forma mais eficiente "%,

O valor do pH da bebida decresce ao longo da fermentacao devido a producdo destes acidos
organicos e se o tempo de fermentacao for muito prolongado a kombuchd desenvolve um sabor
avinagrado mais intenso, diminuindo sua aceita¢do sensorial *'. A cor do liquido se torna mais clara,
em relacdo a cor original do chd, devido as alteragdes que ocorrem na conformacao dos complexos
fenolicos perante o aumento da concentragdo de protons %, e também devido a ac¢do de enzimas

microbianas sobre os polifenois .



Na fermentagdo alcoodlica, postulada por Louis Pasteur em 1857, o mecanismo de produgao
de alcool seria possivel, apenas, por células vivas na auséncia de oxigénio, este com o objetivo de
obter energia metabodlica por meio do ATP. Para a obtencdo de etanol, qualquer produto que
contenha agucares soliveis ou outro carboidrato ¢ uma possivel matéria prima, pois no metabolismo
da célula fermentadora, o agucar sera transformado em etanol ¢ dioxido de carbono, entretanto
podem ser formados produtos secundarios como: glicerol, acido succinico, acido acético, acido
pirtvico. A fermentacdo fornece energia na forma de ATP para a sintese do material celular, sendo
o etanol um deste. Estas reagdes catabdlicas acontecem com a diminui¢do na energia livre, soma-se
a hidrolise do ATP durante as reagdes, transporte € manutengdo, resulta na produgdo de calor.
Convém ressaltar que o processo fermentativo, principalmente as enzimas, sofrem com as
mudangas de pH, temperatura (ideal entre 25°C a 30°C), nutrientes, vitaminas, entre outros >,

A fermentagdo acética consiste na oxidagdo parcial aerdbica do alcool etilico, com producao
de acido acético e dioxido de carbono, ocorrendo a liberagdo de energia. A oxidagdo segue de
acordo com a equagdo: C,H,OH + O, — CH,COOH + H,0, com AG = - 455 kJ.mol™" ***

O processo ¢ realizado por bactérias denominadas acetobactérias. Apresentam forma de
bastonetes elipsoidais, o pH adequado varia entre 3,0 e 4,0 podem apresentar flagelos polares ou
peritriquios. Tecnicamente, estas sdo chamadas de bactérias acido laticas (BAL), um grupo de
microbios gram-positivos. Porventura, as BAL s3o melhor divididas em homofermentativas e
heterofermentativas. Essa diferenca ¢ estruturada na Figura 1, as homofermentativas possuem como
produtos o acido latico, ou seja, fazem a fermentagao latica (serd melhor explicada posteriormente);

enquanto as heterofermentativa produzem além do 4cido latico, o didxido de carbono, 4cido acético

e etanol 2+,
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Figura 1: Mecanismo simplificado das vias metabdlicas homofermentativa e heterofermentativo em bacteéria

Lactobacillus.

A fermentacdo latica trata-se de uma oxidagdo anaerdbica parcial de carboidratos com a
produgdo final de acido latico, além de varias outras substancias organicas, o esquema
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homofermentativo se encontra na Figura 1 °. O grupo das BAL possui 12 géneros gram positivas,

sendo as mais utilizadas: Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Lactosphaera. A duracao da

fermentagdo € de 5 a 10 dias para processos ndo controlados >,

Propriedades da kombucha

E considerada um produto probidtico desde que ndo sofra nenhum processo que inviabilize a
presenca dos microrganismos. E aquele que contém microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios na saade do individuo ’. Por ser um
probidtico, o consumo habitual tende a equilibrar a microbiota intestinal e protege-la de
microorganismos nocivos, fortalece o sistema imunolégico e aumenta o metabolismo "',
Entretanto, quando o tempo de fermentagdo ¢ muito alto e a bebida torna-se muito acida, pode
trazer maleficios, como Ulceras estomacais ou quando ndo hd o manejo correto das colonias

(auséncia de procedimentos higi€nicos) pode haver contaminagdo e assim, intoxicagao por outros

microorganismos nio desejaveis na scoby, inclusive patogénicos °.

Soro de leite

O soro de leite ¢ um efluente da producdo de queijos, este residuo acarreta em problemas
gravissimos ao meio ambiente e ao sistema de tratamento de efluente atual, devido sua composigao,
que deste modo, necessita de um tratamento residual proprio ou a invengdo de novas aplicagdes a
este sobrante, dando base assim, a economia circular. Portanto, apresenta caracteristicas e
propriedades funcionais fisioldgicas por sua composicao, possibilitando, deste modo, varias vias de

aproveitamento na 4rea alimenticia 2%

A composicdo do soro de queijo apresenta pouca
quantidade de gordura (0,4 %), sendo estes acidos graxos de baixo ponto de fusdo (29 °C), proteinas
hidrossoluveis (0,8 %, sendo essas: a-lactoalbumina e a -lactoglobulina), lactose (4,9 %), minerais
e vitaminas hidrossoluveis. O potencial hidrogenidnico ¢ de aproximadamente 6,82 e sua densidade

1027 gL' 3% Acredita-se que a presenca de lactose (agucar) viabilize a fermentagdo latica, no



entanto, ndo ha pesquisas pré-existente sobre uma formulagao de kombucha com soro de leite como

substrato.

PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho foi desenvolvido no IFC - Campus Araquari, nos laboratorios de Quimica e
Agroindustria. Preliminarmente, foram elaboradas em trés etapas que tiveram o objetivo de verificar
o comportamento da fermentacdo utilizando o substrato padrdo (com ché verde) e a formulagcao
alternativa que substituiu o cha verde pelo extrato de erva-mate a fim de observar a viabilidade do
processo. A partir de resultados favoraveis, sas formulagdes foram adicionados diferentes
concentragdes de soro de leite com o objetivo de verificar o desempenho da coldnia simbidtica
mediante a presenca de lactose (alternativa ao uso Unico de sacarose). E por fim, escolheu-se uma
formulacdo, de acordo com os parametros da legislagdo, para as analises microbiologicas e
fisico-quimicas. O fluxograma do processo de producdo das bebidas a base de erva mate e cha

verde pode ser visualizada na Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma do processo de produ¢do da bebida de erva mate verde e cha verde.
Fonte: As autoras (2019).

As scobys foram doadas pela empresa Boo Kombuch4®, situada em Joinville-SC. O cha
verde foi obtido nos comércios da cidade de Joinville-SC e a erva-mate foram doadas pela empresa
Mate Tea from Brasil®. As polpas de frutas foram comprada diretamente com os produtores. O soro

de leite foi obtido da produgdo de queijos realizadas no Laboratorio de Agroindustria do IFC.

Etapa 1 - Producio da kombucha de cha verde e erva mate

Com a intengdo de compreender melhor o processo de produgdo da bebida, primeiramente

foram realizadas as fermentacdes dos chéds a fim de elaborar uma curva de desempenho (perfil)



fermentativo analisando pH e acidez titulavel diariamente, por dez dias ou até o pH maximo de 2,5.
Foram preparadas duas amostras (kombucha com cha verde e outra com erva mate), cada uma com
as folhas desidratadas 10 g.L' e sacarose comercial 100 g.L"', em 4agua a 100 °C, realizando a
infusdo por 10 minutos. Aos chas filtrado e resfriado (30 °C) foi adicionado a scoby (~24 g.L') para
obtencao do kombuchd, segundo a metodologia de Jayabalan et al. (2014), com adaptagdes.

A incubagdo ocorreu a 30+5 °C (em estufa incubadora BOD com circulagdo de ar, em jarros
de vidro previamente esterilizados), at¢ a formagdo de uma pelicula que cobriu todo o didmetro do
recipiente e assim, a fermentacdo estendeu-se de 6 a 9 dias. Removida a cultura, os chas foram
acrescido de 9 % (m/v) de polpa de maracuja e butid (também chamado de segunda fermentagdo),
homogeneizados e armazenados em garrafas de cor ambar, lacradas e mantidas por sob refrigeracao

a 10+2 °C durante 2 a 3 dias.

Etapa 2 - Produ¢ao da Kombuchéa de cha verde e erva mate com soro de leite

Posteriormente, a fim de conhecer o comportamento da kombuché e das scobys na presenca
de soro de leite foi adicionado, a cada extrato vegetal - EV (chd verde e erva mate), diferentes
concentragdes de soro segundo a Tabela 1. Sendo que a produc¢dao da kombucha foi igual a etapa
anterior.

Tabela 1. Propor¢ao de extrato vegetal e soro de leite em cada formulagao

Substrato F, F, F,
Extrato Vegetal (EV) 90 % 85 % 80 %
Soro de leite (SL) 10 % 15 % 20 %

Fonte: As autoras (2019).
Etapa 3 - Caracteriza¢ao da Kombucha escolhida
Ademais, a partir de resultados favoraveis, foi escolhida a formulacdo que estivesse
condizente com os parametros de acidez e pH da legislacdo, e assim, que foram enviada para as

analises microbiolodgicas e fisico-quimica.

Andlises



A formulagdo escolhida pela equipe do projeto foi caracterizada do ponto de vista
bromatologico, fisico-quimico e microbioldgica. A Figura 2 abaixo expde as andlises feitas pelo

Laboratorio de Alimentos Zinia® e suas respectivas metodologias utilizadas.

Tabela 2. Metodologias utilizadas pelo laboratério Zinia

Estafilococos

Bolores e Salmonella coaculase Coliformes a Gorduras Carboidratos Proteinas
Leveduras sp g. . 45°C (E.coli) Totais Totais Totais
Positiva
ISO 1ISO ISO ISO MAPA - 1IN MAPA - IN MAPA - IN
21527-1-2:2008  6579:2017 6888-3:2003 7251:2005 68/2006 20/1999 20/1999

Fonte: As autoras (2019).

As analises de pH e acidez titulavel de todas as formulag¢des do projeto foram feitas no IFC -
Campus Araquari.

O Potencial Hidrogenionico das formulagdes de kombucha e extrato vegetal e kombucha
com soro de leite foram verificados utilizando um pHmetro de bancada devidamente calibrado da
marca MS Tecnopon modelo mPA 210, apenas uma vez *'.

A acidez titulavel fundamenta-se na rea¢ao de neutralizacdo dos acidos com solucao
padronizada de alcali, até¢ o ponto de equivaléncia com o uso de um indicador ou potencidmetro até
pH = 8,2. Foi transferido 0,5 mL da amostra para erlenmeyer de 100 mL contendo 75 mL de agua
destilada, seguido da adicdo 4 gotas de fenolftaleina. Foi titulado com solugdo de hidréxido de

s6dio 0,1 mol.L ™! até coloragdo rosa, em triplicata *'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa 1 - Kombuchas de cha verde e erva-mate

Analise de pH

A curva de diminui¢do do pH com o tempo de fermentagdo de = 9 dias (212,4 h) para os

substratos de cha verde e erva-mate se encontram na Figura 3.
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Figura 3. Cinética do pH durante o processo de fermentagdo das kombuchas a base de extratos vegetais

A partir dos resultados observados nessa fase, contatou-se para a kombucha de erva-mate a
fermentagdo iniciou-se com pH de 3,40 e, apos os dez dias de fermentacdo, foi detectado pH de
2,73. Apresentando semelhanca quanto aos valores de pH da bebida com cha verde, onde o valor
inicial do pH foi de 3,42 e o final, apOs os dez dias, foi de 2,29. Kallel et al. * analisaram o
comportamento do pH da bebida durante a fermentacdo utilizando ché verde, o substrato iniciou
com pH de 3,8 logo apos a inoculagdo e, apds 15 dias, seu potencial hidrogenidnico estava a 2,6.
Sendo que no 5° dia de fermentacao, a bebida de cha verde obteve pH na mesma faixa do 15° dia do
experimento citado, se mantendo estavel. Neffe-Skocinska et al * avaliaram o processo
fermentativo da kombucha de cha verde em temperatura controlada de 30 °C, e depois de 7 dias de
fermentacdo obteve pH: 2,71. Valores mais condizentes com o observado durante o nosso processo,
para a kombucha com o extrato de erva mate.

No geral, os resultados encontrados na literatura foram proximos aos determinados nesta
pesquisa, em relagdo ao parametro de pH. Uma das possiveis explicagcdes do decréscimo mais
acelerado do pH quando a fermentagdo ocorreu na presenca do extrato de cha verde, quando
comparado ao de erva-mate, foi devido ao indculo para segunda batelada estar com os
microrganismos mais adaptados a chéa verde, causando um decréscimo mais rapido do pH durante a
fermentagdo, além de que o proprio cha verde bruto ser mais acido que da erva mate **. Portanto,
nesta primeira formulacdo as cepas ainda estavam em fase adaptativa, o que também justifica a

diferenca de pH entre as formulagdes.
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A quantidade de liquido de arranque (liquido do starter) adicionada, foi de 100 mL para cada
amostra, devido a isso a bebida ja inicia a fermentacdo com um teor de acidez elevado proveniente
do liquido de arranque. Como as cepas ainda se encontravam em adaptacdo, as bebidas foram
reformuladas. O primeiro parametro do processo a ser alterado foi a quantidade de liquido
adicionada, a fim de se obter um pH mais elevado, coerente com os encontrados na literatura.
Chegou-se a conclusdo, a partir dos experimentos, de que 25 mL de liquido de arranque era o
suficiente para acréscimo na formulacao das bebidas.

A medi¢dao do pH ¢ o fator que controla o curso correto de fermentacdo e ¢ usado para
determinar o fim do processo **. Um pH final de 2,5 sinaliza o fim do processo fermentativo '.
Definiu-se que 5 dias de fermentagao sao suficientes para obter uma bebida fermentada com melhor
qualidade sensorial, pois o baixo pH pode contribuir para a diminui¢do da qualidade sensorial geral

da bebida para um nivel inaceitdvel em decorréncia da producdo de &cidos organicos,

principalmente do 4acido acético, que ndo ¢ atrativo para o paladar °.

Acidez titulavel

Kombucha ¢ uma bebida gaseificada, nao pasteurizada, com pH entre 2,5 e 4,2 ¢ acidez
titulavel minima de 6,0 % de acidez volatil minima, expresso em % de equivalentes grama de acido
acético *. A curva de aumento da concentra¢do de acido acético com o tempo de fermentagdo de =

9 dias (212,4 h) para os substratos de ché verde e erva-mate se encontram na Figura 4.
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Figura 4. Cinética do dcido acético durante o processo de fermentac¢do das kombuchds a base de extratos vegetais.
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O 4cido acético foi analisado durante a fermentagdo das kombuchds, chegando a um valor
final, para o cha verde, de 6,8 % e na de erva-mate até 6,4 %. Neste primeiro momento, a bebida de
ché verde laboratorial produziu 5,8 % a mais de &cido acético quando comparado a de erva-mate.
Uma das possiveis explicacdes € que as bactérias acéticas estavam mais adaptadas ao ché verde do
que o erva-mate, nas condi¢cdes estabelecidas, convertendo o etanol do meio em 4cido acético em

maior velocidade.

Etapa 2 - Kombuchas de cha verde e erva-mate a base do soro de leite

Analise de pH

Para o desenvolvimento da segunda etapa do projeto, foi adicionada diferentes
concentragdes de soro (10 %, 15 % e 20 %), a cada extrato vegetal, resultando em seis formulacdes
totais, fermentadas durante 5 dias. A diminui¢do do pH com o tempo para as diferentes

concentragdes de soro de leite encontram-se na Figura 5.

pH da Kombucha de Cha Verde comsoro de leite
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pH da Kombucha de Erva Mate com soro de leite
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Figura 5. Cinética do pH durante o processo de fermentagdo das kombuchds a base de extrato vegetais e diferentes

concentragoes de soro de leite

Durante o processo de fermentagdo, as bactérias e as leveduras metabolizam a sacarose em
varios acidos organicos, como o acido acético e o acido glucurdnico, e o resultado esperado € que o
pH diminua com o tempo de fermentacdao. Na Figura 5, observa-se que houve reducdo de pH, em
todas as amostras, o que leva a conclusao de que acidos organicos foram biossintetizados, de acordo
com o esperado, sendo essa diminui¢do mais significativa na kombucha de cha verde 15 % de soro
do que erva-mate. Devido a menor producdo de celulose observada no cha-verde, o que pode ter
permitido que as bactérias acido-acéticas tivessem maior acesso ao oxigénio na superficie do
liquido, sintetizando uma quantidade maior de 4cidos principalmente nos primeiros cinco dias de
fermentacdo, em que se observa uma maior queda na formula¢do com cha verde do que erva-mate.
Em contrapartida, na bebida a base de erva-mate a espessa camada de celulose produzida pode ter
dificultado a difusdo de oxigénio no meio, inibindo o crescimento de bactérias aerdbicas
responsaveis pela formagao de 4cidos organicos.

De forma geral, a formulacao de erva-mate com 10 % de soro apresentou redugdo de 0,76 no
pH apds 5 dias, enquanto a amostra produzida com 15 % de soro de leite reduziu 0,9, ja a de 20%
reduziu 1,11. Com esses valores, nota-se que conforme maior a quantidade de soro, menor o pH
final. O potencial hidrogenidnico estd indiretamente relacionado com a capacidade de sintetizar os

acgucares em acidos, considerando que com o soro hd uma maior diversidade de substrato (glicose e
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lactose), maior a contingéncia de produgdo destes acidos capazes de liberar cations H' no meio,
justificando o comportamento do pH de erva-mate para as diferentes concentracdes usadas.

As andlises de pH mostram que houve variagdo em relagao a bebidas fermentadas com soro
de leite, quando comparadas as diferentes concentragdes, € quando comparadas a kombucha sem o
soro. Esta variacdo pode ser devido aos diferentes substratos (agucares fermentaveis do soro de
leite) utilizados para quase os mesmos microrganismos. O estudo de Ili¢i¢ et al. *® analisou que a

kombucha fermentada a base de leite registrou o pH 3,21.

Acidez titulavel
A cinética do aumento da acidez titulavel total (expresso em acido acético para o ché verde e

erva-mate, e em acido latico para as formulagdes com o soro de leite) € mostrado na Figura 6.

Acidez titulavel da Kombucha de Cha Verdecom soro de
leite
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Figura 6. Cinética do acido acético durante o processo de fermentagdo das kombuchas de extratos vegetais e diferentes

concentragdes de soro de leite.

O teor de acido produzido nos seis substratos apos 117 h de fermentagdo (= 5 dias) foram,
para a mescla de cha verde mais soro de leite: 0,61 g.100" mL de 4cido acético (10 % de soro), 0,73
g.100" mL (15 %), ¢ 0,79 g.100" mL (20 % de soro de leite). J4 a kombucha de erva-mate
produziu, ao final dos 5 dias de fermentagdo: 1,48 g.100" mL (10 % de soro), isso representa um
rendimento de 59,1 % a mais, de 4cido produzido, quando comparado a versdo tradicional do cha

verde, 1,91 g.100" mL (15 %), 61,8 % de rendimento, e 1,94 g.100" mL (20 % de soro de leite).
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Jayabalan et al. *” analisaram o conteudo de acido acético na fermentagdo de kombucha de
cha verde e obtiveram o valor de acido acético de 3 g.L™! no 9° dia de fermentagdo. Ja Kallel et al. **
obtiveram um aumento quase linear da concentragdo de acido acético ao longo das fermentagdes
propostas, resultando em uma concentragio de acido acético de 9,5 g.L"' na kombucha de ché verde
e de 6,2 gL' na kombucha de cha preto ao final de 15 dias. Na kombucha de erva-mate, a
concentragdo foi de 9,5 gL' no 3° dia. O nivel de 4cido acético varia entre as kombuchas
dependendo do contetido e das atividades das bactérias acido acéticas residentes '”. Mendes *
constatou em seu estudo que todas as amostras de leites fermentados apresentaram valores de acidez
titulavel inferiores a 0,60 %, valor que corresponde ao 4° dia de fermentacdo da mistura de cha
verde com as concentragdes do soro de leite.

Devido as experimentagdes e com a observacao dos parametros de pH e acidez titulavel que
estiveram condizentes com a legislacdo, escolheu-se a bebida com concentracio de 10 % de soro de
leite, tendo em vista que as demais concentragdes (15 % e 20 %) obtiveram um desempenho

insatisfatorio, com o pH muito inferior e um paladar acido desagradével, além dos valores de acido

acético estarem acima dos encontrados na literatura.

Etapa 3 - Caracterizacio da kombucha a base de erva-mate com 10 % de soro de leite

Para a formulagdo da bebida final, considerou-se os parametros tecnologicos do processo
corrigidos ao longo da elaboracao das outras formulagdes, como a diminui¢ao volume de liquido de
arranque para 25 mL, e, decidiu-se, por fim, diminuir a temperatura de fermenta¢ao de 30 °C para
25 °C, com o proposito de uma reducdo na velocidade das reagdes, tendo em conta que maiores
concentragdes de soro influi na rapida diminuicdo do pH, e como visto nos topicos anteriores, 0s
valores de acidez se encontravam elevados, tanto para a kombuchd sem soro quanto com soro.
Além disso, a fermentacdo foi reduzida para um periodo de 4 dias. Optou-se por utilizar apenas a
erva mate para a producao e caracterizacao da bebida, tendo em vista seu desempenho fermentativo

anteriormente testado.

Andlises microbiologicas
Os valores médios para os parametros microbiologicos das kombuchas de butia e maracuja,

ambas a base de erva-mate e 10% de soro de leite, podem ser visualizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Determina¢do microbioldgica para kombucha a base de erva mate e soro de leite

saborizadas
Kombucha Bolores e Leveduras Salmonella sp  Estafilococos coagulase Coliformes a 45°C
Soro + Erva Mate (UFC/g) (em 25 g) Positiva (UFC/g) (E.coli) (NMP/g)
Polpa de Butia 4560
Auséncia <10 <0,18
Polpa de Maracuja 1240

Fonte: As autoras (2019).

As andlises antimicrobianas conforme expostas na tabela acima mostram que ndo houve
crescimento microbiano significativo. Houve discreto crescimento de Bolores e Leveduras, com
baixo crescimento na amostra de maracuja, elevado crescimento na amostra de butia. A contagem
de Bolores ¢ Leveduras foi de 1240 UFC.g"' e 4560 UFC.g"'. Ndo foi detectada a presenga de
coliformes (45 °C) e Salmonella spp. As contagens estimadas para Estafilococos coagulase Positiva
foram de < 10 UFC.g" . A baixa contagem para os microrganismos patogénicos pode ser explicada
pelo uso de boas praticas de producdo, além as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do
meio de fermentacdo, como por exemplo pH e as altas concentragcdes de bactérias acido-acéticas e
leveduras inibindo assim o crescimento de microrganismos indesejaveis. A presenca de leveduras ¢
essencial para o desenvolvimento dos acidos, porém essa diferenca dos valores de butid e maracuja
pode ser justificado pelo processo da polpa de butia, onde ndo se sabe ao certo quanto ao seu modo
de preparo e estocagem, logo, possiveis descuidados operacionais podem ter corroborado para o

maior desenvolvimento de bolores e leveduras nas amostras com polpa de butia.
Caracterizagdo fisico-quimica

Os valores médios para os parametros fisico-quimicos da kombucha de erva-mate com 10 %

de soro de leite, podem ser visualizados abaixo.
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Figura 7. Cinética do pH durante o processo de fermentagdo das kombuchas.

No decorrer da fermentacao, observou-se que a variavel pH reduzia de forma continua e o
teor de acidez titulavel aumentava. Ap6s os 4 dias de fermentacdo, foi detectado que a kombucha de
erva-mate apresentava-se numa acidez mais agradavel de 2,99. No estudo realizado por Fu et al. **
que utilizando uma mistura de ervas na fermentacao de sua amostra foram encontrados valores de
pH 2,7. Em estudos realizados com kombuchas fermentadas tradicionalmente em cha verde ou
preto, foram obtidos resultados como no de Filippis et al. ** onde o pH decresceu de 3,5 para 2,5 em
6 dias. Reiss *' produziu kombucha utilizando diferentes agucares e a média de variagdo do pH foi
de 6,1 para 4,8. Ja no estudo de Chakravortya et al. * o pH caiu de 5,03 para 2,28 em 7 dias de
fermentagao.

Os resultados obtidos acidez titulavel neste estudo (0,98 g.100" mL) foram elevados quando
comparado com a legislagdo. Mendes * constatou em seu estudo que todas as amostras de leites
fermentados apresentaram valores de acidez titulavel inferiores a 6,0 %, mantendo-se dentro valor

minimo oficial estabelecido pela legislagdo brasileira *.
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Figura 7. Cinética de % de acido acético durante o processo de fermentagdo das kombuchas.
Verificou-se a presenca de pouco carboidrato em todas as amostras analisadas, menos que

0,84 g.100" g. Com este resultado pode-se perceber que as bactérias probidticas presentes nas

bebidas fermentadas com o soro, consumiram grande parte do carboidrato existente no produto.

Tabela 4. Composi¢ao quimica da kombucha de erva mate com 10 % de soro de leite e polpa de

frutas

Produto Unidade Proteinas Totais Gorduras Totais Carboidratos Totais

Butia/Maracuja 2.100g! < 1,00 <0,2 <0,84
Fonte: As autoras (2019).

As quantidades de proteina encontrada - 1 % para as duas amostras - foram inferiores
quando comparadas ao estudo realizado por por Ribeiro et al. ** que estudou uma bebida lactea
fermentada formulada com Camellia sinensis na qual os valores de proteina encontrados foram 3,27
e 4,27 (g.100" g). Porém, os resultados obtidos foram pouco mais semelhantes aos observados nas
bebidas lacteas analisadas por Thamer e Penna ** onde os percentuais de proteinas estiveram entre

1,93 % e 2,46 %, sendo assim, um pouco mais apropriados os resultados da amostra.

CONCLUSAO
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E possivel produzir uma bebida analoga ao kombuchd, em escala laboratorial, a base de
erva-mate e soro de leite, utilizando o indculo convencional e mantendo sua qualidade
fisico-quimica e microbioldgica. A elaboragdo da bebida fermentada resulta em um liquido com
caracteristicas quimicas desejadas para a produ¢do de um produto com qualidade sensorial
aceitavel. A escala laboratorial com controle de parametros ¢ uma das alternativas para uma
possivel padronizagdo da bebida, por conter microrganismos aerobios e anaerdbios
simultaneamente. Os parametros foram otimizados para chegar a uma kombucha desejada e,
posteriormente, padronizada. Durante a primeira fermentagdo, a kombucha de erva-mate apresentou
0 mesmo comportamento que a padrao de cha verde, entretanto, com uma velocidade inferior de
conversao da sacarose em seus subprodutos. A microbiota ainda nao estava totalmente adaptada ao
novo substrato e pode ser um dos fatores da diferenga significativa. Ja na segunda fermentacao,
onde esses extratos foram assimilados a diferentes concentracdes de soro, na kombucha de
erva-mate ocorreu uma acidificagdo mais acentuada, fazendo com que apenas uma concentragao de
soro de leite na bebida fermentada (10%) fosse selecionada para as analises fisico-quimicas e
microbioldgicas.

Apos analise dos dados encontrados, conclui-se que a bebida fermentada pela kombucha
tanto o chd verde como em erva-mate possuem atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Salmonella sp, E. coli, porém nao inibiu o crescimento de bolores e leveduras.

Devido ao pouco tempo de desenvolvimento do trabalho, apenas uma combinagdo de
parametros na escala laboratorial foi testada. Porém, o presente trabalho despertou interesse para
futuros estudos para uma padronizacdo em maior escala da kombucha com o soro de leite. A
kombucha desenvolvida em escala laboratorial foi superior em algumas analises e abre
possibilidades de novos estudos que aperfeicoem os parametros para uma producdo padronizada e

em escala industrial.
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