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Desenvolvimento de kombucha:
caracterizagao microbioldgica, fisico-
quimica e aspectos de mercado

RESUMO

A kombucha tem sido muito procurada pelos consumidores por seus beneficios como
alimento funcional. O objetivo do trabalho foi realizar uma pesquisa de mercado sobre
kombucha, desenvolver a kombucha em escala laboratorial utilizando uma mistura de cha
verde (Camellia sinensis) e erva-mate (llex paraguariensis) e caracterizar a evolugdo
microbioldgica e fisico-quimica durante a fermentag¢do. Na pesquisa de mercado, realizado
por um formulario online, sobre conhecimentos gerais da bebida, obteve-se a participagao
de 290 individuos, sendo que 68,3% ja conheciam ou tinham ouvido falar em kombucha.
Durante a fermentacdo, (14 dias) observou-se a diminuicdo do pH (3,07) e aumento da
acidez (38,88 mEq/L). O teor de aglcares redutores totais foi de 14,61 g/L, indicando que
foram metabolizados pelas leveduras e bactérias dcido-laticas. As contagens
microbioldgicas da kombucha no 149 dia foram de 6,64 log UFC/mL para as bactérias laticas,
5,00 log UFC/mL para as bactérias acéticas e 2,84 log UFC/mL para as leveduras. Com
relagdo a atividade antimicrobiana, avaliada no 14° dia, ndo foi observada atividade
antimicrobiana frente aos patégenos. A kombucha elaborada com cha-mate e cha verde
apresentou parametros fisico-quimicos dentro do estabelecido pela legislagdo vigente. O
cha-mate é um substrato vidvel na producdo da bebida, resultando em um produto final
com elevadas populagbes de bactérias acido laticas e leveduras.

PALAVRAS-CHAVE: fermentagdo; erva-mate; bebida; pesquisa de mercado.

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mourao, v. 11 n. 4, p. 1-14, out./dez. 2020.


https://periodicos.utfpr.edu.br/rebrapa

FRREBRAPA

Pégina | 2

INTRODUCAO

A kombucha é uma bebida fermentada milenar obtida pela respiracao aerdbia
e fermentagdao anaerdbia do mosto obtido pela infusdo de Camellia sinensis e
acUcares por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY) (BRASIL,
2019). Presume-se que a kombucha tenha surgido na China, na regido da
Manchdria, por volta de 220 a.C. Conforme as rotas comerciais se expandiram, a
kombucha se difundiu primeiro para a Russia, depois em outras areas do leste
europeu (JAYABALAN et al., 2014).

Nos ultimos anos, em diversos paises, observou-se a popularizagdo do
consumo da kombucha, principalmente devido a busca dos consumidores por
alimentos funcionais. No Brasil, estima-se que sado produzidos 1,6 milhdes de litros
de kombucha anualmente com um faturamento de RS 18,9 milhdes (ABKOM,
2021).

A fermentacdo da kombucha é caracterizada pela associacdo entre leveduras
e bactérias. No inicio da fermentacdo, as leveduras hidrolisam a sacarose em
glicose e frutose. Esses acUcares sdo consumidos pelas leveduras produzindo
etanol e diéxido de carbono (CO,). As bactérias acéticas metabolizam o etanol
produzindo acido acético, causando a diminuicdo do pH. Bactérias acéticas e laticas
metabolizam a glicose e a frutose e produzem diferentes acidos organicos. Os
principais sdo o acido acético, gluconico, tartarico, malico e em menor propor¢ao
acido citrico, sendo responsaveis por um sabor acido caracteristico (SANTOS,
2016).

Com a grande popularizacdo do consumo da kombucha, pesquisas buscam
investigar suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, probidticas e os
beneficios que a bebida pode proporcionar para a redugdo do risco de doencas
cronicas ndo transmissiveis, dentre outras enfermidades (SUHRE, 2020; VARGAS,
FABRICIO, AYUB, 2021).

A Instru¢do Normativa n°41 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) estabelece que a kombucha pode ser preparada pela
infusdo de C. sinensis juntamente com outras espécies vegetais (BRASIL, 2019). O
cha é um ingrediente essencial para a elaboracdo da kombucha. O uso de
diferentes tipos de chas e quantidades influenciam nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais do produto final (SILVA et al., 2021).

A erva mate (llex paraguariensis), é originaria da América do Sul, e o estado
do Parana é um importante produtor. Tradicionalmente a erva-mate é consumida
da forma de chimarrdo, cha-mate e tereré (CNA, 2019). Por apresentar uma
composi¢do quimica rica em compostos bioativos (cafeina, compostos fendlicos e
saponinas) e atividade antioxidante, a erva-mate apresenta potencial para
elaboragdo de novas bebidas incluindo a kombucha (EFING et al., 2009).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivos realizar pesquisa de mercado
sobre kombucha, desenvolver a kombucha em escala laboratorial utilizando o cha
verde (C. sinensis) e a erva-mate (l. paraguariensis) e avaliar a evolugdo
microbioldgica e fisico-quimica da kombucha durante a fermentacao.
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MATERIAIS E METODOS

PESQUISA DE MERCADO

Com o intuito de verificar o conhecimento geral das pessoas sobre probidticos
e kombucha e consequentemente elaborar um produto que atinja a expectativa
do consumidor, em junho de 2020, foi elaborada inicialmente uma pesquisa de
opinido, intitulada como “Questiondrio sobre probidticos e kombucha”. O
questionario foi realizado de forma online, por meio da plataforma Formuldrio
Google, consistindo em 10 perguntas, sendo publicado em rede social, Facebook,
e também enviado por e-mails. As questées abordadas foram sobre o perfil do
participante (género e idade), sobre o consumo e frequéncia de alimentos
probidticos e o conhecimento da kombucha, seu consumo, frequéncia e se
recomendaria a bebida para outras pessoas.

PRODUCAO DA KOMBUCHA

Para a elaboracdo da kombucha, foram utilizados cha mate (/. paraguariensis)
tostada, proveniente de doacdo de uma empresa especialista em erva-mate de
Prudentépolis — PR, e cha verde (C. sinensis) adquirido no mercado local
(Guarapuava-PR). Primeiramente foi elaborado a infusdo dos chas (80 °C/10min)
na concentracdo de 4 g/L cada. Em seguida, as folhas dos chas foram retiradas com
o auxilio de uma peneira e entdo adicionado 5% (m/v) de sacarose. Apds o
resfriamento da infusdo (~25 °C), foi adicionado 10% (v/v) de kombucha ja
fermentada, liquido do qual é popularmente conhecido como “cha de arranque”
ou “starter” e em seguida adicionado o inéculo SCOBY (Energzen Produtos
Naturais). A bebida foi fermentada em vidro coberto com pano poroso por 14 dias
em estufa (Novalnstruments) a temperatura de 25 °C. Foram coletadas amostras
nos dias 0, 3, 6, 9 e 14 para realizacdo das analises fisico-quimicas e
microbioldgicas. Na Figura 1 estdo apresentadas as etapas de preparacdo da
kombucha.

Figura 1. Etapas da preparac¢do da kombucha. (a) Infusdo dos chas (80 °C/10min), (b)
adicdo da sacarose, (c) filtragem, (d) adicdo do starter, (e) adigdo do scoby (f)
fermentacdo por 14 dias.
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FONTE: Adaptado de LIMA et al. (2019).
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ANALISES FiSICO- QUIMICAS

Determinacdo do pH, acidez total e agUcares redutores totais

O pH foi determinado por leitura direta da amostra (10 mL) em potenciémetro
digital (Requipal, Brasil) previamente calibrado. A acidez total foi determinada por
titulagdo da amostra de acordo com o Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008).

A determinagdo de acucares redutores totais foi realizada conforme
Maldonade, Carvalho e Ferreira (2013), pelo método de Somogyi-Nelson, sendo
realizada hidrélise acida de 1 mL da amostra. O teor de agUcares redutores totais
foi determinado por espectrofotometria a 520 nm, utilizando-se uma curva padrao
construida a partir de uma solugdo de glicose (500 mg/L). A anadlise foi realizada
nos dias 0 e 14° dia de fermentacdo. O SCOBY foi retirado e a kombucha foi
homogeneizada com auxilio de um bastdo de vidro esterilizado. As analises foram
realizadas em triplicata.

ANALISES MICROBIOLOGICAS

Contagem de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada utilizando o agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC, Himedia). Foi espalhado 100 pL de cada diluicdo
na superficie em duplicata e as placas foram incubadas em estufa
(Novalnstruments) a 25 °C durante 7 dias (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2017).

Contagem de bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada utilizando o agar de Man, Rogosa
e Sharpe (MRS, Himedia) pela técnica de profundidade e sobrecamada. As placas
foram incubadas em estufa a 30 °C (Novalnstruments) por 48 h (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2017).

Contagem de bactérias acéticas

Para a contagem de bactérias acéticas utilizou-se o dgar acido acético e etanol
(RAE). A técnica de espalhamento em superficie foi utilizada e as placas incubadas
em estufa (Novalnstruments) a 30 °C por 72 h (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES,
1998).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana da kombucha foi avaliada no 14° dia de
fermentacdo pela técnica de difusdo em pocgos. Foram utilizados os principais
patdgenos de origem alimentar: Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC
25923. Os patdgenos foram reativados em caldo Triptona Soja (TSB) a 35 °C/24 h
e depois diluidos em solugdo salina (0,85%) até concentra¢do de 10’ UFC/mL. Os
patdgenos foram inoculados em placas contendo o agar Mueller Hinton (Himedia)
com auxilio de swab estéril. Foram feitos pocos de 5 mm de diametro aos quais
foram adicionados 50 uL de kombucha. As placas foram mantidas a 4 °C por 1 hora
para permitir a difusdo e depois foram incubadas em estufa (Novalnstruments) a

Pagina | 4 35 °C por 24 h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela medida do halo de
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inibicdo (mm) (BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR, 2012). As analises foram realizadas
em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PESQUISA DE MERCADO

O questiondrio foi respondido por 290 individuos, sendo 76,2% (n=221) do
sexo feminino. Com relac¢do a faixa etaria, 47,2% tinham entre 18 e 29 anos, 32,4%
entre 30 e 39 anos, 18,3% entre 40 a 59 anos e 2,1% maior que 60 anos. 86,5% dos
participantes residiam no estado do Parana.

Quando questionado sobre o consumo de algum alimento probiético, 62,4%
dos participantes responderam que consomem, 25,2% ndo consomem e 12,4% nao
sabem o que é um alimento probidtico. Dados sobre o mercado de produtos
probidticos mostraram que o Brasil representa 52% do mercado latino-americano
de probidticos e que é o pais em que o consumo mais cresce (PRONUTRITION,
2019).

Considerando a grande quantidade de alimentos probidticos disponiveis no
mercado, os participantes responderam sobre a frequéncia que consomem o0s
alimentos probidticos. Conforme a Figura 2, nota-se que 26,9% das pessoas
consomem semanalmente. Estudos mostram que para assegurar os beneficios que
os produtos probidticos oferecem, é essencial o consumo regular (DE OLIVEIRA; DE
ALMEIDA, BOMFIM, 2017; REIS et al., 2017; DE SOUZA et al., 2020).

Figura 2. Frequéncia do consumo de alimentos probidticos entre os participantes

Nao consumo 36,0%
Mensalmente 9,9%
Quinzenalmente 10,2%
Semanalmente 26,9%
Diariamente 17,0%
0% 10% 20% 30% 40%

Em relagdo aos possiveis consumidores de kombucha, verificou-se que 68,3%
(n=198) ja ouviram falar ou conhecem e 31,7% (n=92) referiram ndo conhecerem
a kombucha (Figura 3A). Quando questionado se ja haviam consumido, 37,3%
responderam que sim, 34,0% referiram que ndo e 28,7% relataram ndo conhecer
(Figura 3B). Quando perguntado sobre a satisfagdo em consumir, 62,7% desse
publico respondeu nunca ter consumido a kombucha. Nota-se um nimero elevado
de pessoas que ndo conhecem e/ou nunca consumiram a kombucha. Resultados
semelhantes foram reportados por Sousa et al. (2020) em entrevista online com
262 participantes. 62,59% dos entrevistados ja tinham ouvido falar da bebida e
44,27% afirmaram ja ter consumido.

Finalmente, foi perguntado sobre a probabilidade em recomendar a
kombucha para outras pessoas, a partir de uma escala contendo as op¢des, muito
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(A)

alta a nenhuma. Em resposta, 48% dos participantes ndao recomendariam a
kombucha por ndo conhecerem a bebida, 28,2% responderam entre muito alta e
alta probabilidade, 13,9% como média probabilidade e 9,8% entre baixa a muito
baixa probabilidade. Pelos resultados obtidos, nota-se um mercado pouco
explorado e promissor para a kombucha.

Figura 3. Questionario sobre o consumo de kombucha. (A) Percentual de pessoas que
conhecem a kombucha. (B) Percentual de participantes que consomem kombucha.

28,7%
37,3%
68,3%
34,0%
= Sim = Nao = Sim Nao = Nao conhego

(B)
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DA KOMBUCHA

Durante a fermentac¢do da kombucha foram avaliados o pH e a acidez, cujos
resultados estdo apresentados na Figura 4. O pH inicial (dia 0) foi de 3,73 £ 0,02 e
observou-se uma reducgdo gradual ao longo da fermentacao, apresentando um pH
final, no 142 dia de 3,07 + 0,01. Os valores de pH estdo de acordo com a legislacdo
vigente (BRASIL, 2019). Valores préximos de pH foram encontrados por Lima et al.
(2019), sendo pH inicial (dia 0) de 3,40 e pH final (10° dia) de 2,73 para a kombucha
elaborada com erva-mate. Em estudo de Paludo (2017) que desenvolveu e
caracterizou a kombucha a partir de cha verde e extrato de erva-mate, o pH inicial
foi de 4,37 e no 72 dia de fermentagdo o pH foi de 3,10.

Foi observado um aumento da acidez no decorrer da fermentagdao de
12,46+0,7 mEq/L (dia 0) para 38,88+0,7 mEq/L (dia 14), confirmando a eficiéncia
do metabolismo das bactérias acido-laticas presentes no SCOBY. Rossoni (2019)
reportou resultados semelhantes de acidez, na produgdo de kombucha de erva
mate, sendo que entre no 15° dia de fermentagdo o valor de acidez foi de 34,67
mEaq/L.

O teor de aglcares redutores totais reduziu de 52,63+0,7 g/L para 14,61+0,5
g/L apds 14 dias de fermentacdo, indicando que os aglcares foram metabolizados
pelas leveduras e bactérias acido-laticas. Rossoni (2019) realizou estudo de
kombucha elaborada com erva-mate e reportou valores de 38,98+3,23 g/L no 15°
dia de fermentacdo. A composicdo microbiana do SCOBY, bem como a
temperatura de fermentagdo, tempo, caracteristicas do fermentador,
concentracdo de aglcar e tipo de cha utilizados na fermentacdo afetam a
metaboliza¢do da sacarose, bem como a producdo de acidos organicos (COTON et
al., 2017; SOUZA, 2019; SANTOS, 2020).

A evolu¢dao microbiolégica da kombucha durante a fermentagdo pode ser
observada na Figura 5. A contagem inicial (dia 0) das bactérias laticas (BAL) foi 4,19
log UFC/mL, apresentando maior contagem no 62 dia de 7,38 log UFC/mL e no 14¢
dia foi observado contagem de 6,64 log UFC/mL. As BAL nem sempre podem ser
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observadas no processo de fermentacdo, sendo que em estudos conduzidos por
Neffe-Skocinska et al. (2017) e Gaggia et al. (2019) ndo foram observadas
contagens de BAL em diferentes tempos de fermentacao. No entanto, em trabalho
realizado por Coton et al. (2017) utilizando cha verde como substrato, as contagens
de BAL encontradas no 8° dia de fermentagdo foram de aproximadamente 8 log
UFC/mL, superiores ao presente estudo. As BAL sdo importantes na kombucha por
apresentarem potencial probidtico (VARGAS, FABRICIO, AYUB, 2021).

Figura 4 - Evolugdo dos valores de pH e acidez durante a fermentacao da
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As bactérias acéticas apresentaram contagens de 3,49 log UFC/mL no dia0 e
maior populacdo no 32 dia, 5,31 log UFC/mL. Do 6° ao 9° dia a populacdo
estabilizou e no 14° a contagem final foi de 5,00 log UFC/mL. Segundo De Filippis
et al. (2018), as bactérias acéticas sdo predominantes na kombucha, e os principais
géneros encontrados sdo: Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter, sendo
relevante para a producdo da pelicula de celulose que forma o SCOBY. Neffe-
Skocinska, et al. (2017) obtiveram contagens superiores ao presente trabalho,
utilizando cha verde e preto na concentracdo de 10% de sacarose, obtendo
contagens de 7,61 log UFC/mL de bactérias acéticas no 102 dia de fermentagéo.

A contagem inicial (dia 0) das leveduras foi de 4,41 log UFC/mL, com
diminuicdo das contagens nos dias 3 e 6. No 92 dia de fermentacdo a contagem foi
de 4,11 log UFC/mL e ao final da fermentagdo foi observada contagem de 2,84 log
UFC/mL. Essas contagens sdo proximas ao encontrado por Neffe-Skocinska et al.
(2017), que reportaram contagens total de leveduras de 4 log UFC/mL no dia 0. Os
mesmos autores encontraram contagens superiores ao presente estudo no final
da fermentacdo (102 dia), com 7 log UFC/mL.

As variacOes nas contagens de BAL, bactérias acéticas e leveduras podem ser
explicadas devido a variedades de chas utilizados, concentra¢des iniciais de
substrato (aglcares), origem do SCOBY, tempo de fermentacdo (COTON et al.,
2017; SOUZA, 2019; SANTOS, 2020). O metabolismo das leveduras e bactérias
durante a fermentacdo da kombucha é complexo e simbidtico. No inicio da
fermentacdo, as leveduras hidrolisam a sacarose em glicose e frutose, produzindo
didéxido de carbono e etanol. As bactérias utilizam a glicose para a produgdo de
acido gluconico e acido latico e metabolizam o etanol em acido acético. O acimulo
de 4cido acético estimula as leveduras a produzir mais etanol (CHEN; LIU, 2000;
VILLARREAL-SOTO et al., 2018)

Em relagdo a atividade antibacteriana da kombucha, ndo foi observada
inibicdo frente aos patdgenos testados (L. monocytogenes, E. coli, S. enteritidis e S.
aureus). Resultado semelhante foi reportado por Silva et al. (2021) em que n&o foi
observada atividade antimicrobiana de kombucha de cha verde (C. sinensis) frente
a L. monocytogenes, E. coli e S. aureus. No entanto, estudos como de Cardoso et
al. (2020), Ansari, Pourjafar e Esmailpour (2017) e Battikh et al. (2013) obtiveram
bons resultados de atividade antibacteriana frente aos mesmos patdgenos
avaliados.

A atividade antimicrobiana da kombucha é atribuida a compostos produzidos
durante a fermentagdo (acidos organicos, bacteriocinas, proteinas e enzimas) e a
compostos presentes no cha como os compostos fendlicos, principalmente as
catequinas (Battikh et al., 2013; Watawana et al., 2015). As diferengas entre os
resultados obtidos podem estar relacionadas ao tipo de chd e concentragdo
utilizado, concentragdo de acgucar e tempo de fermentagdo (VALIYAN; KOOHSARI;
FADAVI, 2021). Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) reportaram a auséncia de
catequinas na erva-mate e uma grande variagao de catequinas em diferentes
amostras de cha-verde comercializadas no Brasil, o que poderia explicar a auséncia
de atividade antimicrobiana da kombucha elaborada no presente estudo

CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa de mercado indicaram que a kombucha é uma
bebida pouco consumida e conhecida pela populagao. Esses dados, demonstram o
potencial da bebida no mercado de alimentos funcionais. O cha-mate (/lex
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paraguariensis) € um substrato viavel para a producdo de kombucha. Foram
observadas altas contagens de bactérias acéticas, BAL e leveduras, reducao do pH
e aumento da acidez durante a fermentagdo. Destaca-se a alta contagem de BAL
(6,64 log UFC/mL), um indicativo do potencial probiético da bebida. O cha-mate é
uma alternativa interessante para ampliar e diversificar as caracteristicas fisico-
guimicas e microbioldgicas da kombucha.
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Kombucha development: microbiological,
physicochemical characterization and
market aspects

ABSTRACT

Kombucha has been highly sought after by consumers for its benefits as a
functional food. The objective of the work was to conduct market research on
kombucha, develop kombucha on a laboratory scale using a mixture of green tea
(Camellia sinensis) and yerba mate (llex paraguariensis) and characterize the
microbiological and physicochemical evolution during fermentation. In the market
research, carried out using an online form, on general knowledge of the drink, 290
individuals participated, 68.3% of whom already knew or had heard of kombucha.
During fermentation (14 days) there was a decrease in pH (3.07) and an increase
in acidity (38.88 mEq/L). The total reducing sugars content was 14.61 g/L,
indicating that they were metabolized by yeasts and lactic acid bacteria. The
microbiological counts of kombucha on the 14th day were 6.64 log CFU/mL for
lactic acid bacteria, 5.00 log CFU/mL for acetic bacteria, and 2.84 log CFU/mL for
yeast. Regarding the antimicrobial activity, evaluated on the 14th day, no
antimicrobial activity against pathogens was observed. The kombucha made with
yerba mate and green tea presented physical-chemical parameters within the
established by current legislation. Mate tea is a viable substrate in the production
of the beverage, and the beverage produced presented a high population of lactic
acid bacteria and yeasts.

KEY-WORDS: fermentation; yerba mate; beverage; market research.
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