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“O que sabemos ¢ uma gota, o que ignoramos ¢ um oceano’.
(Isaac Newton)



RESUMO

A utilizacdo da erva-mate como base de cha para a producdo de kombucha é uma importante
alternativa para valorizar uma planta tradicional da América do Sul. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar as caracteristicas da kombucha de erva-mate durante a fermentacéo,
monitorando as mudancas de pH, acidez, polifendis, etanol, acido acético, perfil sensorial e
aceitacdo até 7 dias de fermentagdo a 25°C e 30°C. Além disso, foram identificadas culturas
simbidticas da microbiota ativa de bactérias e leveduras (SCOBY) no inicio e no final do
bioprocesso. As kombuchas de erva-mate fermentadas a 25°C por 5 dias ou 30°C por 4 dias
foram aptas para consumo de acordo com as normas brasileiras. Os teores de acido acético,
etanol e clorofila foram dependentes do tempo e da temperatura de fermentacéo, ao contrario
do teor de fendlicos totais. As principais leveduras e bactérias no SCOBY foram Brettanomyces
bruxellensis e Komagataeibacter rhaeticus, respectivamente, que permaneceram dominantes
quando a fermentacgdo foi conduzida por até 7 dias a 25°C ou 30°C. A fermentacdo da infusdo
de erva-mate levou a produtos caracterizados por acidez, amargor de vinagre e sabores/aromas
fermentados, tornando a aceitacdo da kombucha de erva-mate ndo fermentada maior do que
infusdes fermentadas. Assim, o tempo e as condi¢des de fermentacdo durante a producdo da
kombucha de erva-mate devem ser controlados, pois podem afetar negativamente o perfil
sensorial e a aceitacdo da bebida.

Palavras-chave: llex paraguariensis; Bebida fermentada; Etagendmica; Analise sensorial.



ABSTRACT

The utilization of yerba-mate as a tea base for kombucha production is an important alternative
to value a traditional plant in Southern America. The present work aimed to evaluate the
features of kombucha yerba-mate during fermentation, monitoring the changes in pH, acidity,
polyphenols, ethanol, acetic acid, sensory profile, and acceptance up to 7 days of fermentation
at 25°C and 30°C. Moreover, symbiotic culture of active bacteria and yeasts (SCOBY)
microbiota at the beginning and the end of the bioprocess were identified. yerba-mate
kombuchas fermented at 25°C for 5 days or 30°C for 4 days were suitable for consumption
according to Brazilian standards. Acetic acid, ethanol, and chlorophyll contents were dependent
on fermentation time and temperature, unlike the total phenolic content. The main yeast and
bacteria in SCOBY were Brettanomyces bruxellensis and Komagataeibacter rhaeticus,
respectively, which remained dominant when fermentation was conducted for up to 7 days at
25°C or 30°C. Fermentation of yerba-mate kombuchas infusion led to products characterized
by sourness, vinegar bitter, and fermented flavors/aromas, making the acceptance of non-
fermented yerba-mate kombuchas higher than fermented infusions. Thus, the time and
fermentation conditions during the production of yerba-mate kombucha must be controlled as
they may affect negatively the sensory profile and acceptance of the beverage.

Keywords: llex paraguariensis; Eermented beverage; Metagenomics; Sensory analysis.
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1 INTRODUCAO

Ilex paraguariensis St. Hil. € uma arvore perene sul-americana, cujas folhas e caules
secos e moidos resultam na erva-mate. Produto tradicional e cultural no Brasil, Paraguai,
Uruguai e Argentina, a erva-mate é tipicamente usada como uma bebida semelhante ao ch4,
consumida como chimarrdo, quando as folhas secas sdo misturadas com &gua quente; como
mate, quando as folhas torradas sdo misturadas com agua quente; e tereré, quando as folhas
secas sdo misturadas com agua fria (IOMMI, 2021).

Varios estudos ligaram a erva-mate a uma variedade de beneficios para a saude,
incluindo propriedades antioxidantes, funcdo vasodilatadora, protecdo do DNA contra danos
induzidos por estresses oxidativos, efeitos hiperglicémicos, inibicdo da glicose e aterosclerose,
conforme relatado recentemente na revisao critica de Vasconcellos et al. (2023). Essas
caracteristicas estdo intimamente relacionadas ao perfil fendlico, embora a presenga de
minerais, vitaminas, amino&cidos, xantinas, saponinas e acidos organicos também seja
importante para os beneficios da erva-mate a satde (ZIELINSKI et al., 2021).

Além disso, a erva-mate é popular por seu efeito estimulante, devido a alta concentracao
de cafeina (IOMMI, 2021). A clorofila é outro composto importante na erva-mate,
principalmente do ponto de vista tecnoldgico, uma vez que é a principal responsavel pela cor
verde vivida, e sua degradacdo leva a tons marrom-esverdeados indesejaveis (ZAIONS et al.,
2014).

A kombucha é uma bebida antiga produzida pela fermentacdo de infusdes de Camellia
sinensis (chas verdes e/ou pretos) por uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras ativas
(SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts)). E considerada uma bebida funcional
devido a suas propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e antibacterianas, entre outras
importantes propriedades promotoras da saude (VILLARREAL-SOTO et al., 2019;
CARDOSO et al., 2020; MIRANDA et al., 2022). Os microrganismos em SCOBY sao
responsaveis pela produgdo de compostos importantes, como o0s acidos glucurdnico, latico e
acético, que apresentam habilidades de desintoxicacdo e protecdo hepatica e atividade
antimicrobiana (HYUN et al., 2016).

As propriedades funcionais das kombuchas aumentaram a demanda dos consumidores
pelo produto e, portanto, estima-se que o mercado global de bebidas cres¢ca 3,5% ao ano até
2026 (MORDOR INTELIGENCE, 2023). Buscando diferenciagdo de mercado, diversas
plantas tém sido utilizadas para valorizar as culturas locais e a biodiversidade, como horteld,
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tilia, sdlvia (KAYISOGLU; COSKUN, 2021), zijuan (ZOU et al., 2021), entre outras
(MIRANDA et al., 2022).

Usar a familiaridade do consumidor com o perfil sensorial das plantas em kombuchas
parece ser uma estratégia interessante para valorizar a biodiversidade local, como mostraram
Zou et al. (2021), que observaram que o zijuan kombucha apresentou maior aceitacéo do que o
ché preto e o ché verde. Além disso, maior aceitacdo da kombucha de cha de tilia do que da
kombucha de chéa verde foi relatada por um painel sensorial de participantes voluntarios locais
(KAYISOGLU; COSKUN, 2021).

O tempo e a temperatura sdo parametros criticos para os bioprocessos, embora estudos
atuais tenham usado uma ampla gama de valores para avaliar o perfil da kombucha. Neffe-
Skocinska et al. (2017) estudaram a fermentacdo de uma combinacdo de kombucha de cha
verde e preto na faixa de 20-30°C por até 10 dias e avaliaram mudancas nos teores de acutcares,
pH, bactérias, leveduras, &cidos e etanol. Degirmencioglu et al. (2021) fermentaram cha branco,
ché verde, cha oolong, chéa preto e cha pu-erh a 30°C por até 15 dias e avaliaram mudancas no
teor de polifendis e nas atividades antioxidantes da bebida. No entanto, informacGes mais
amplas e profundas sobre a fermentacdo da kombucha sdo importantes para padronizar melhor
0 processo e entender o efeito de diferentes condi¢Bes nas caracteristicas da bebida.

A caracterizacdo sensorial de alimentos pelos consumidores é uma tendéncia nas
ciéncias sensoriais, uma vez que varias ferramentas tém sido propostas para avaliar mapas
percebidos, fornecendo uma resposta rapida e compreensdo de como 0s consumidores
percebem e descrevem alimentos e bebidas (JAEGER et al., 2020). Check-All-That-Apply
(CATA) é um método baseado no consumidor e um método descritivo rapido construido sobre
atributos especificos (VARELA; ARES, 2018). E uma ferramenta importante para diferenciar
e caracterizar diversas bebidas (JAEGER et al., 2020), vinhos (ALENCAR et al., 2018), entre
outras.

Neste contexto, mais pesquisas sd0 necessarias para entender profundamente a
fermentacdo da kombucha usando diferentes chas e o efeito de importantes parametros de
processo nas caracteristicas do produto. Embora alguns estudos tenham relatado as
propriedades antibacterianas e antioxidantes da kombucha de erva-mate (SANTOS JUNIOR et
al., 2009; LOPES et al., 2021), o perfil sensorial e microbioldgico nao foi relatado. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de duas temperaturas sobre o pH da
kombucha de erva-mate, acidez, polifendis, etanol, &cido acético, perfil sensorial e aceitacdo
através do tempo de fermentacdo. Além disso, o perfil microbiano SCOBY foi avaliado no
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inicio e no final do bioprocesso. Com base nisso, as propriedades fisico-quimicas das amostras
foram relacionadas e discutidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo principal a avaliagdo da possibilidade de
desenvolver um produto analogo a kombucha, com a substituicdo do cha verde/preto na sua
fabricacdo por erva-mate e, avaliar as caracteristicas da kombucha de erva-mate durante a
fermentacdo, monitorando sua composicdo, sua estabilidade fisico-quimica e microbiologica,

além de sua aceitacdo através da analise sensorial.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para a concluséo do objetivo geral deste projeto, seguem o0s seus objetivos especificos:
- Elaboracdo da kombucha com erva-mate;
- Analise da estabilidade fisico-quimica;

- Andlise da estabilidade microbiolégica;
- Andlise sensorial e de aceitagcdo da kombucha com erva-mate.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A ideia de que alguns alimentos podem ter beneficios além de sua funcéo nutricional
basica é antiga e estid presente em diversas culturas. No entanto, o conceito moderno de
alimentos funcionais surgiu na década de 1980, com o trabalho do cientista japonés Dr. Toshio
Shibata. Em 1984, Shibata propds a ideia de "alimentos para saude™ como uma nova categoria
de alimentos que poderiam ajudar a prevenir doengas cronicas. Ele estudou as propriedades
benéficas de diferentes alimentos e nutrientes e, com base nesses estudos, criou uma lista de
alimentos funcionais (SHIBATA, 1991).

A partir dai, a pesquisa em alimentos funcionais cresceu rapidamente e hoje em dia ha
uma grande variedade de alimentos que sdo considerados funcionais, incluindo frutas, vegetais,
grdos, lacteos, carnes e peixes. A regulamentacdo de alimentos funcionais varia de pais para
pais, mas muitos governos tém programas de incentivo a pesquisa e desenvolvimento de
alimentos funcionais (SHIBATA, 2000).

No Brasil, a regulamentacdo de alimentos funcionais é feita pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que estabelece normas e critérios para o registro, producdo e
comercializacdo desses alimentos. A principal norma que trata de alimentos funcionais é a
Resolucdo RDC n° 24/2015, que define os requisitos para a rotulagem, alegacbes de
propriedades funcionais e de saude desses alimentos (BRASIL, 2015).

Segundo a legislagéo brasileira, alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que
possuem componentes capazes de promover beneficios a satde além de sua funcdo nutricional
basica. Esses componentes podem ser vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos, probiéticos,
prebidticos, entre outros. Esses alimentos devem ser seguros para 0 consumo humano e seus
beneficios a saude devem estar comprovados cientificamente (BRASIL, 2005).

A kombucha é reconhecida como um alimento funcional devido a presenca de
probidticos e outras substancias bioativas que podem trazer beneficios para a salde, como a
melhora do sistema imunolédgico e digestivo. Além disso, contém polifendis e outros
antioxidantes que ajudam a combater radicais livres e reduzir o risco de doencas cronicas. Esses
beneficios tornam a kombucha uma opcao saudavel para incluir na dieta, de acordo com estudos
sobre alimentos funcionais (MORO, 2019).

Outrossim, de acordo com estudo realizado por Kapp e Sumner (2019), foram revisados

310 artigos na lingua inglesa de 1945 a 2018, mostrando que perante a literatura nédo foi
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identificado nenhum estudo controlado em seres humanos que confirmem sua eficiéncia como
um alimento funcional.

Por fim, destaca-se que, da fermentacdo da kombucha, s@o obtidos acido glucurénico,
acido acetico, polifendis, fendis e vitaminas do complexo B. Estudos feitos in vitro e in vivo
(animais) relatam os beneficios a salde diante da ingestdo da bebida, como o poder
antimicrobiano, melhora na fungBes hepaticas e gastrointestinais, estimulagdo imunoldgica,
desintoxicacdo, efeitos antioxidantes, presenca de propriedades antitumorais, efeitos
profilaticos para a salde e de recuperacdo por meio da estimulacdo imunoldgica; inibicdo do
desenvolvimento e progressdo do cancer, diabetes e doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas; e fungdo normal do sistema nervoso central (BASCHALL, et al., 2017).

3.2 KOMBUCHA

3.2.1 Histodria

Os primeiros registros indicam que a kombucha tenha sido inicialmente consumida no
leste da Asia, mas foi durante a dinastia Tsin (Ling Chi), em 220 a.C., que a bebida fermentada
se originou, sendo consumida devido as suas propriedades energizantes e desintoxicantes
(JAYABALAN et al., 2016).

Em 414 d.C., o médico japonés Kombu utilizou o cha para tratar o imperador Inkyo de
problemas digestivos, dando origem ao nome kombucha. Com as rotas comerciais, a bebida foi
ganhando espago e comecou a ser consumida na RUssia e no leste europeu, ganhando
popularidade durante a segunda guerra mundial, onde eram feitas de maneira artesanal
(JAYABALAN et al., 2014).

A Kombucha Brewers International (KBI), é uma associacdo comercial sem fins
lucrativos que representa a comunidade global de produtores de kombucha. Fundada em 2014,
a KBI tem como objetivo promover a indUstria de kombucha, fornecer educacgéo e recursos para
produtores da bebida e ajudar a estabelecer padrdes de qualidade e seguranca para a infuséo
(KBI, 2023).

J4, no Brasil, temos a Associagdo Brasileira de Kombucha (ABKOM), que desde 2018
tem como missdo promover agdes de educacdo, pesquisa, inovagdo e regulamentagéo
relacionadas ao setor de kombucha no pais, trabalhando arduamente para incluir a kombucha
na legislacao brasileira (ABKOM, 2023a).
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3.2.2 Definicéo

Em 2019, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a
Instrucdo Normativa n® 41, a qual estabelece os padrdes de identidade e qualidade da Kombucha
(BRASIL, 2019).

Brasil (2019), por meio da Instrugdo Normativa n° 41/2019, define a kombucha como:

[...] bebida fermentada obtida atraves da respiracdo aerdbia e fermentacéo anaerdbia
do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e acUcares por cultura
simbiotica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY - Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast - Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras).

A kombucha é obtida por meio da fermentacdo de um meio doce (sacarose) e da infusdo
das folhas do ché preto ou verde (Camellia sinensis), sendo adicionado com o cha ja fermentado
conhecido como starter e 0 SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts) (ZHANG et
al., 2021). Por sua vez, o SCOBY é composto por bactérias acido acéticas (Gluconobacter,
espécies Acetobacter), bactérias laticas (Lactobacillus, espécies Lactococcus) e leveduras
(Saccharomycodes ludwiga, Zygosac charomyces bailii etc.) (VILLARREAL-SOTO et al.,
2018).

O processo de obtencdo da kombucha pelo método caseiro leva em torno de 7 a 10 dias,
sendo que da fermentacdo resulta a producdo de acido acético e, em alguns casos, pequenas
guantidades de etanol e CO2 (FILIPPIS et al., 2018). Este produto é uma bebida funcional sem
ou com baixo teor alcodlico, levemente &4cida e gaseificada (MAGALHAES et al., 2018). A
kombucha pode ser produzida em casa, de forma artesanal, em pequenas empresas ou em larga
escala de forma industrial (ANTOLAK, et al., 2021).

A associacdo simbiética de leveduras e bactérias acéticas, conhecida popularmente
como "cogumelo do chad" ou "kombucha", recebeu 0 nome botéanico formal de Medusomyces
gisevii por Lindau. Embora popularmente seja chamado de cogumelo, cientificamente a
kombucha ndo é um cogumelo ou um fungo, mas sim uma rede de fibras de celulose sintetizada
pelas bactérias do acido acético, que se conectam com células bacterianas e de levedura durante
a fermentacdo (JAYABALAN et al., 2014).
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3.2.3 A matéria-prima

Devido a matéria-prima utilizada para a fermentacdo (infusdes de chad e extratos
vegetais), bem como a variedade de microrganismos, a kombucha é caracterizada pelas suas
caracteristicas funcionais, que incluem o seu poder anti-inflamatério e antioxidante (KAPP;
SUMNER, 2019).

Kombucha é uma bebida popular e possui uma variedade de compostos bioativos,
incluindo polifendis, vitaminas, minerais, lipidios, proteinas e diversos produtos metabdlicos
de leveduras e bactérias. A presenca desses compostos bioativos, especialmente os polifendis,
confere & kombucha mudltiplas bioatividades, como antioxidante, imunomodulador, anti-
hipertensivo, hipoglicemiante, redutor de colesterol, hepatoprotetor, antiproliferativo e
antimicrobiano (ZHOU et al., 2022).

A composic¢ao dos microrganismos presentes na kombucha varia de regido para regido,
dependendo da disponibilidade de bactérias e leveduras simbioticas. Algumas das bactérias
predominantes relatadas em kombucha incluem Acetobacter xylinum, Acetobacter
pasteurianus, Acetobacter aceti e Gluconobacter oxydans. Novas espécies de bactérias, como
Acetobacter intermedium, Acetobacter nitrogenifigens e Gluconoacetobacter kombuchae,
também foram isoladas a partir da kombucha. As bactérias presentes em amostras de kombucha
foram encontradas em vérias partes do mundo, incluindo Canadd, Irlanda, Estados Unidos e
Reino Unido (JAYABALAN et al., 2014).

Para poder fazer a comercializacdo de bebidas, o estabelecimento deve estar registrado
junto ao MAPA, devendo também estar de acordo com a lei n° 8.918, de 14 de Julho de 1994
(BRASIL, 1994), e com o decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, o qual dispbe sobre a
padronizacéo, a classificacdo, o registro, a inspec¢éo, a producéo e a fiscalizagéo de bebidas. Os
produtores devem estar cadastrados no Sistema Integrado de Produtos e Estabelecimentos
Agropecuarios (SIPEAGRO), da mesma forma que os produtos também devem estar
registrados na plataforma (BRASIL, 2019).

N&o ha dados precisos sobre 0 niUmero exato de empresas que produzem kombucha no
Brasil, uma vez que se trata de um mercado em expansao e em constante mudanca. No entanto,
é possivel afirmar que existem diversas marcas que comercializam a bebida no pais, tanto em
lojas fisicas como online. Algumas dessas marcas Sdo nacionais e outras internacionais, que
também atuam no mercado brasileiro. Além disso, muitas pessoas tém produzido kombucha

em casa, 0 que tem popularizado ainda mais a bebida (ABKOM, 2023b).


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%206.871-2009?OpenDocument
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A produgdo de kombucha tem aumentado em todo o mundo nos ultimos anos,
impulsionada pelo crescente interesse em alimentos e bebidas naturais e saudaveis. No entanto,
ndo ha dados precisos sobre a producdo global de kombucha, ja que se trata de um mercado
fragmentado e ainda em desenvolvimento em muitos paises. O segmento tem um caminho
préspero, tendo um crescimento continuo de 30% no canal natural e 50% (ou mais) no canal
convencional, ano apds ano, sendo a categoria de bebidas funcionais que mais cresce no mundo
(KBI, 2023).

De acordo com um relatério de 2020 da empresa de pesquisa de mercado Zion Market
Research, o mercado global de kombucha deve crescer a uma taxa anual composta de cerca de
25,1% entre 2021 e 2028, alcancando um valor de cerca de 12,2 bilhdes de délares em 2028.
Os principais produtores e consumidores de kombucha incluem os Estados Unidos da América,
Europa, Russia, China e Japdo. Além disso, a producdo e o consumo de kombucha estdo
crescendo em paises como Brasil, Austréalia, Nova Zelandia e Africa do Sul.

Da mesma forma, ndo se tem dados precisos sobre o consumo mundial de kombucha, ja
que a bebida pode ser produzida em casa e ndo ser registrada em nenhuma estatistica oficial.
No entanto, 0 mercado de kombucha tem crescido significativamente nos ultimos anos com o
aumento da postura social acerca da saude fisica por meio da ingestdo de produtos naturais,
deixando de lado o consumo de bebidas industrializadas. Segundo um relatério de 2020 da
Grand View Research, espera-se que o mercado global de kombucha cresca a uma taxa
composta anual de 23% de 2020 a 2027.

A Instrucdo Normativa n® 41/2019, do MAPA, estabelece os padrbes de identidade e
qualidade para a producédo e comercializacdo de bebidas ndo alcodlicas fermentadas, incluindo
a kombucha. De acordo com a normativa, os padr@es fisico-quimicos e microbioldgicos da
kombucha sdo os seguintes (BRASIL, 2019):

Padrdes fisico-quimicos:

pH: entre 2,5 e 4,6;

Acidez total: minimo de 0,5 g/100 mL,;
Alcool: maximo de 0,5% em volume;

Acucares redutores: maximo de 10 g/100 mL; e

Extrato seco: minimo de 0,6 g/100 mL.

Padrbes microbioldgicos:

Coliformes totais: auséncia em 100 mL;

Salmonella spp.: auséncia em 25g;
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@ Staphylococcus aureus: ausénciaem 1 g;
@ Listeria monocytogenes: auséncia em 25g; e

@ Bolores e leveduras: maximo de 100 UFC/mL ou 100 UFC/g.

A kombucha ainda deve conter como ingredientes obrigatorios agua, infuséo ou extrato
aquoso de Camellia sinensis, aglcares e cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY)
adequadas para a fermentacdao alcoolica e acética, desde que garantida a sua inocuidade a satde
humana. Ainda de acordo com o MAPA, a Kombucha pode ser classificada como bebida
alcoolica quando seu teor alcoolico for maior que 0,5% v/v e menor que 8% v/v (BRASIL,
2018). Vale ressaltar que esses padrdes sdo os minimos exigidos pela normativa e que as
empresas tem a liberdade para adotar padrdes mais rigorosos para garantir a qualidade e
seguranca do produto. Além disso, é importante seguir boas préaticas de higiene na producédo da
kombucha para prevenir a contaminagdo por microrganismos indesejaveis (BRASIL, 2018).

A kombucha é uma bebida que apresenta propriedades nutricionais e sensoriais
interessantes, mas sua composi¢do pode variar significativamente em funcdo dos fatores
envolvidos na sua producdo. Essas variacBes podem afetar diretamente as possiveis
potencialidades nutricionais e terapéuticas da bebida. Portanto, é importante considerar as
diferentes formulacdes e preparos de kombucha ao avaliar seus possiveis beneficios para a
salde (PEREIRA et al., 2021).

Segundo estudo publicado na revista Food Research International, as propriedades
nutricionais e funcionais da kombucha variam consideravelmente em funcdo dos fatores
envolvidos em sua producdo, como a linhagem do microrganismo envolvido na fermentagéo, o
tempo de fermentacéo, a temperatura e os ingredientes adicionados, tais como frutas e ervas.
Portanto, a composi¢do quimica da kombucha pode variar bastante, 0 que pode afetar suas

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (WANG et al., 2018).

3.2.4 Método de Fabricacéo

A kombucha pode ser feita com cha preto ou verde, um método padréo foi descrito por

Jayabalan et al., (2014), sendo apresentado na Figura 01.
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Figura 01 - Diagrama de fluxo do processo para a produgéo da bebida kombucha.
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Fonte: Autor (2023).

I

O processo de fabricagcdo comeca com a infuséo do cha, onde deve ser levado ao fogo
em um recipiente de aco inoxidavel 1 litro de 4gua e 50g de sacarose. Apds levantar fervura,
adicionar 5g de cha verde/preto e deixar ferver por 5 minutos, devendo ser peneirado ao final
do processo, para facilitar o processo, o cha utilizado pode ser de saché. A infusdo deve ser
resfriada até a temperatura ambiente, entre 20°C a 22°C (MORSHEDI; DASHTI-
RAHMATABADI, 2010; JAYABALAN et al., 2014).

Em um recipiente de vidro esterilizado, com capacidade para 1L/1,5L, deve-se adicionar
a infusdo, o SCOBY e o starter (cha onde estava o scoby por um periodo de 14 dias, também
conhecido como chéa de arranque) (JAYABALAN et al., 2014). Segundo Dutta e Paul (2019),
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a utilizacdo do starter se faz para ter um melhor controle do crescimento de microrganismos
contaminantes indesejaveis, ja que o mesmo possui um pH baixo. O recipiente deve ser coberto
com papel toalha para evitar a entrada de insetos, uma vez que o produto chama atencao das
moscas da espécie Tephritidae, popularmente conhecidas como moscas das frutas, e
Drosophila, que sdo atraidas pela solucéo acida adogada e acabam contaminando o meio.

O processo de fermentacdo ocorre em um periodo de 7 a 10 dias em temperatura
ambiente. Todavia, se a fermentacdo continuar além dos 10 dias, a acidez pode chegar a niveis
que sao potencialmente prejudiciais a saude (GREENWALT et al,. 2000; NUMMER, 2013).

O préximo passo é a retirada do SCOBY, que pode ser utilizado em uma nova
fermentac&o, o produto final é a kombucha, uma bebida levemente carbonatada composta por
acidos organicos, vitaminas, minerais e componentes do cha, lembrando o sabor da sidra. Ela
pode ser consumida de forma “natural” ou pode ser saborizada (GREENWALT et al., 2000).

3.3 ERVA-MATE

A erva-mate, cientificamente conhecida como llex paraguariensis, € uma arvore perene
da familia Aquifoliaceae, nativa da regido subtropical da América do Sul, principalmente do
Paraguai, Argentina e Brasil. Ela pode atingir até 15 metros de altura e possui folhas verdes
escuras, coriaceas e brilhantes, com bordas serrilhadas. Suas flores sdo pequenas, brancas e
perfumadas, e seus frutos sdo drupas vermelhas ou pretas, comestiveis e muito apreciados por
algumas aves e mamiferos (LORENZI, 2002).

Ela é conhecida por suas propriedades estimulantes, e ¢ amplamente utilizada na forma
de infusdo, chamada de chimarrdo ou tereré, especialmente no sul do Brasil, onde € considerada
uma bebida tradicional. A erva-mate é consumida ha séculos pelas popula¢des indigenas da
América do Sul, e atualmente é uma importante commaodity para os paises produtores, sendo
exportada para diversos lugares do mundo (ARAUJO, 2006).

De acordo com Guariento et al., (2017), a composicdo da erva-mate pode variar

dependendo do tipo de planta e do processo de producdo, mas, em geral, a erva-mate contém:
@ Cafeina: um estimulante natural que pode melhorar a disposi¢do e aumentar a energia.
@® Teobromina: um alcaloide que também estd presente no chocolate e tem efeito
estimulante e diurético.
@® Teofilina: uma substancia com propriedades broncodilatadoras, que pode ajudar a

melhorar a respiragao.
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@ Vitaminas e minerais: a erva-mate contém vitaminas A, B1, B2, B3, C e E, além de
minerais como calcio, ferro, magnésio e potassio.

@ Antioxidantes: a erva-mate é rica em compostos antioxidantes, como os acidos fenélicos
e as catequinas, que podem ajudar a combater os radicais livres e proteger o corpo contra
danos celulares.

® Acido clorogénico: uma substancia com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, que pode ajudar a melhorar a saude cardiovascular e a regular os niveis

de glicose no sangue.

3.2.1 Estudos

O estudo de Boaventura et al. (2019) investigou a relacéo entre o consumo de erva-mate
(llex paraguariensis) e a densidade mineral 6ssea em mulheres pds-menopausicas. As
participantes, que totalizaram 146 mulheres com idade media de 61 anos, tiveram a densidade
mineral éssea da coluna lombar e do quadril medida, além de terem seu consumo de erva-mate
avaliado. Os resultados indicaram que o consumo regular de erva-mate estava associado a uma
maior densidade mineral éssea na coluna lombar e no quadril. Com base nesses achados, 0s
autores sugerem que 0 consumo de erva-mate pode ser uma abordagem facil e acessivel para
prevenir a perda 6ssea em mulheres pds-menopausicas.

Estudo realizado por de Morais et al. (2019) teve como objetivo avaliar o efeito da
ingestdo de erva-mate sobre os parametros lipidicos e marcadores inflamatorios em mulheres
com sobrepeso. Os resultados mostraram que a ingestdo de erva-mate levou a uma redugéo
significativa nos niveis de colesterol total, colesterol LDL, triglicerideos e PCR (proteina C
Reativa), um marcador de inflamacdo. Além disso, houve um aumento significativo no
colesterol HDL (conhecido como "bom colesterol™). Os autores concluiram que a ingestao de
erva-mate pode ter um efeito benéfico na melhora dos parametros lipidicos e na reducdo da
inflamacdo em mulheres com sobrepeso.

Gambero e Ribeiro (2015) realizaram uma revisao de varios estudos que demonstravam
que a erva-mate pode ter um efeito positivo na prevencéo e tratamento da obesidade. Os autores
destacam que a erva-mate contém compostos bioativos, como cafeina, teobromina e acido
clorogénico, que podem ter efeitos benéficos na regulagéo do peso corporal, incluindo a reducgéo

do apetite, aumento da oxidacao de gordura e melhora da sensibilidade a insulina. Além disso,
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a erva-mate também pode ajudar a reduzir o estresse oxidativo, a inflamagdo e o risco de
doencas cardiovasculares associados a obesidade.

O artigo "The effects of yerba mate (llex paraguariensis) on the cardiovascular,
respiratory and central nervous systems: A systematic review", de Souza e colaboradores,
publicado em 2020 no Journal of Ethnopharmacology, realizou uma revisao sistematica dos
estudos que investigaram os efeitos da erva-mate (llex paraguariensis) no sistema
cardiovascular, respiratorio e nervoso central. Os resultados mostraram que o consumo de erva-
mate pode ter efeitos benéficos sobre a salde cardiovascular, incluindo a reducdo da presséo
arterial e dos niveis de colesterol. Além disso, a erva-mate também demonstrou efeitos positivos
sobre a fungdo pulmonar e a atividade cerebral (SOUZA et al., 2020).

Para Mazzafera (2013), a erva-mate é uma das plantas medicinais mais importantes do
Brasil e de paises vizinhos, sendo utilizada principalmente como estimulante do sistema

nervoso central e diurético.

3.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A ideia de que alguns alimentos podem ter beneficios além de sua fungdo nutricional
basica é antiga e estd presente em diversas culturas. No entanto, o conceito moderno de
alimentos funcionais surgiu na década de 1980, com o trabalho do cientista japonés Dr. Toshio
Shibata. Em 1984, Shibata propds a ideia de "alimentos para saude™ como uma nova categoria
de alimentos que poderiam ajudar a prevenir doencas cronicas. Ele estudou as propriedades
benéficas de diferentes alimentos e nutrientes e, com base nesses estudos, criou uma lista de
alimentos funcionais (SHIBATA, 1991).

A partir dai, a pesquisa em alimentos funcionais cresceu rapidamente e hoje em dia ha
uma grande variedade de alimentos que s&o considerados funcionais, incluindo frutas, vegetais,
gréos, lacteos, carnes e peixes. A regulamentacdo de alimentos funcionais varia de pais para
pais, mas muitos governos tém programas de incentivo a pesquisa e desenvolvimento de
alimentos funcionais (SHIBATA, 2000).

No Brasil, a regulamentacdo de alimentos funcionais ¢ feita pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que estabelece normas e critérios para o registro, producéo e
comercializacdo desses alimentos. A principal norma que trata de alimentos funcionais é a
Resolucdo RDC n° 24/2015, que define os requisitos para a rotulagem, alegagOes de
propriedades funcionais e de satde desses alimentos (BRASIL, 2015).
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Segundo a legislagéo brasileira, alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que
possuem componentes capazes de promover beneficios a satde além de sua funcdo nutricional
basica. Esses componentes podem ser vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos, probidticos,
prebidticos, entre outros. Esses alimentos devem ser seguros para 0 consumo humano e seus
beneficios a salde devem estar comprovados cientificamente (BRASIL, 2005).

A kombucha é reconhecida como um alimento funcional devido a presenca de
probidticos e outras substancias bioativas que podem trazer beneficios para a sadde, como a
melhora do sistema imunoldgico e digestivo. Alem disso, contém polifendis e outros
antioxidantes que ajudam a combater radicais livres e reduzir o risco de doengas cronicas. Esses
beneficios tornam a kombucha uma opcao saudavel para incluir na dieta, de acordo com estudos
sobre alimentos funcionais (MORO, 2019).

Outrossim, de acordo com estudo realizado por Kapp e Sumner (2019), foram revisados
310 artigos na lingua inglesa de 1945 a 2018, mostrando que perante a literatura ndo foi
identificado nenhum estudo controlado em seres humanos que confirmem sua eficiéncia como
um alimento funcional.

Por fim, destaca-se que, da fermentacdo da kombucha, sdo obtidos &cido glucurdnico,
acido acético, polifendis, fendis e vitaminas do complexo B. Estudos feitos in vitro e in vivo
(animais) relatam os beneficios a salde diante da ingestdo da bebida, como o poder
antimicrobiano, melhora na funcBes hepaticas e gastrointestinais, estimulagdo imunoldgica,
desintoxicacdo, efeitos antioxidantes, presenca de propriedades antitumorais, efeitos
profilaticos para a salde e de recuperacdo por meio da estimulacdo imunoldgica; inibicdo do
desenvolvimento e progressdo do cancer, diabetes e doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas; e fungdo normal do sistema nervoso central (BASCHALL, et al., 2017).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Para a preparacdo de bebida de chd kombucha para esta pesquisa, todos os produtos
quimicos utilizados eram de grau analitico e estavam disponiveis no laboratério de quimica da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul (UERGS), unidade em Encantado-RS.

A cultura SCOBY foi adquirida de um pequeno produtor de kombucha local da cidade
de Encantado-RS.

O restante dos ingredientes, como acgucar, agua, erva-mate foram adquiridos em um
mercado local da cidade de Guaporé-RS.

A erva mate utilizada era do tipo moida grossa, sem acucar - marca Amizade, lote
dezembro de 2022 - validade: 05 abril de 2023.

Agua mineral - marca Horténsias, 5 L., lote 28/02/22.

Acucar cristal - marca Unido, lote 041122, validade 04/11/24.

4.2 METODOS

4.2.1 Elaboragdo da kombucha

Por ser um produto com auséncia de cha preto ou verde, o presente trabalho ndo pode
ser chamado de kombucha segundo a legisla¢do atual, sendo assim um produto analogo.

Para a elaboracdo do nosso produto analogo a kombucha, foi utilizado 7g de erva-mate
por 1,6% de SCOBY, 6% de agUcar e 10% de base.

O chéa foi preparado fervendo 1L de agua destilada, apds a fervura, foi adicionado
28,03g de erva-mate e deixado em infusdo por 10 min. O cha foi filtrado para separacdo dos
solidos e transferido para um frasco de vidro estéril (5L), onde foi adicionado mais 3L de 4gua
destilada e deixado resfriar. Enquanto isso, foi feita a pesagem em balanca analitica
(SHIMADZU) do SCOBY e do agucar, 60g de cada, mais 100 ml da base, sendo este processo
feito 4 vezes, colocados em 4 frascos de vidro estéril (5 L).

Apds, foi realizada a colocacédo de 1 L de cha em cada frasco, sendo coberto com uma
toalha de papel. Cada frasco foi numerado, cada um recebendo um numero de 1 a 4 (Figura 2),
onde os frascos 1 e 2 ficaram em temperatura controlada de 32°C e os frascos 3 e 4 ficaram em



28

uma temperatura de 25°C, ao longo de 7 dias, sendo feita a retirada de 10ml de cada frasco

todos os dias para analises posteriores.

Figura 2 - Amostras de kombucha de erva-mate no TO
T T - i

4.2.2 Acidez Total Titulavel, pH e Turbidez

A acidez total titulavel foi feita por volumetria com indicador, conforme descrito em
Brasil (1981), onde 5 ml da amostra foram adicionados em um erlenmeyer juntamente com 10
ml de &gua destilada e 5 gotas de solucédo alcodlica de fenolftaleina (C20H1404) a 1% (m/v),
que foi utilizada como indicador. Realizou-se a homogeneizagéo seguindo para a titulagdo com
a solucéo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N até aparecimento de coloracgao rosada persistente

por aproximadamente 30 segundos. Seguindo para o célculo % de &cido:

% de 4cido = n.f.N.1000/V

Onde:

V = volume da solucdo de hidréxido de sddio 0,1 N gasto na titulacdo, em mL;

f = fator de corre¢do da solu¢do de hidréxido de sédio 0,1 N (normalidade real dividida
por 0,1);

1000 = fator de converséo do &cido;

m = massa da amostra na aliquota, em gramas ou em mL

A determinacdo do pH foi feito de acordo com a metodologia descrita em Brasil (1981),
onde foram pipetados 5 mL de cada amostra e colocadas em béquers de 50 mL, sendo feita a
leitura do pH em aparelho pHmetro digital de bancada (PHOX P1000, Colombo, PR, Brasil),

calibrado com solucdes tampdo pH 4,0 e 7,0.
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A turbidez foi medida em turbidimetro digital (DLT-WV, Dellab, Araraquara, SP,
Brasil) e expressa em unidades de turbidez nefelométrica (NTU).

4.2.3 Quantificacdo do etanol, acido acético e glicerol

As concentracOes de etanol, glicerol e &cido acético foram determinadas por HPLC
(Shimadzu, Japéao) equipada com um detector de indice de refracdo e coluna Bio-Rad HPX-
87H (300 x 7,8 mm), usando acido sulfarico 5 mM como eluente a 45°C e uma taxa de fluxo
de 0,6 mL/min. As amostras de Kombucha foram centrifugadas a 10.000 g e filtradas (filtro de
0,45 um) antes da inje¢do de aliquotas de 20 pL. Padrdes dos compostos analisados foram
utilizados para identificacdo (tempo de retencdo) e quantificacdo (padrdo externo). Os
resultados foram expressos em mg/L. Os produtos quimicos para HPLC foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA).

4.2 .4 Polifenolicos totais e clorofila

Os polifendlicos totais foram medidos pela reacdo de 40mL das amostras com 4,5mL
de agua destilada, 600mL do reagente Folin-Ciocalteau (Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil)
e 200ulL de solugdo saturada de carbonato de sédio (SINGLETON; ROSSI, 1965). A
absorbancia foi medida a 765 nm por espectrofotdmetro UV-VIS (Kasuaki, modelo IL-226,
Brasil) e os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente por mL (mg GAE/L).
A anélise da clorofila total foi realizada de acordo com Lichtenthaler (1987). A amostra foi
diluida em &gua destilada (1:1 v/v) e as absorbancias foram lidas em um espectrofotbmetro UV-
Vis nos comprimentos de onda de 647 e 663 nm. As clorofilas totais foram calculadas de acordo

com a Equacéo 1 e expressas em mg/L.

Total Chl = 7.15 x A663 + 18.71 x ABAT (1)

Onde: A663 e A647 referem-se as absorbancias de dados de comprimento de onda de 663 e

647 nm, respectivamente.
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4.2.5 Andlise de bactérias e fungos em SCOBY por anélise metagenémica

Na andlise de bactérias e fungos no SCOBY por analise metagendémica, amostras de
100g de SCOBY foram coletadas antes da inoculacdo e apds 7 dias a 25°C ou 30°C. A
identificacdo das bactérias foi realizada por meio do sequenciamento de alta performance das
regides v3/v4 do gene 16S rRNA. As bibliotecas foram preparadas de acordo com um protocolo
da Neoprospecta Microbiome Technologies, e a amplificacéo foi realizada com primers para a
regidao v3-v4 do gene 16S rDNA, 341f (CCTACGGGRSGCAGCAG) [16] e 806r
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT). As bibliotecas foram sequenciadas com o equipamento
MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., EUA) e as sequéncias analisadas com o pipeline
Sentinel.

Para as analises de fungos, foram realizadas as identificagdes taxondmicas com blastn
v.2.6.0+ [18], utilizando como referéncia um banco de dados da empresa Neoprospecta®. Para
identificar as espécies de microrganismos presentes nas amostras, as sequéncias de DNA
obtidas foram comparadas com um banco de dados contendo outras sequéncias de DNA de
espécies ja caracterizadas. O sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq Sequencing

System (lllumina).

4.2.6 Analise sensorial

Os testes sensoriais foram realizados no dia 06 de marco de 2023 na Universidade
Estadual do Rio Grande do Sul (UERGS), localizada no municipio de Encantado-RS.

Antes da participacdo, todos os voluntarios leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, concordando em participar e afirmando que ndo estavam
dentro do grupo de risco (lactante e gestante). O procedimento experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica da UERGS (certificado de aprovacio nimero 60158422.5.0000.8091).

Amostras padronizadas ndo identificadas da infusdo ndo fermentada (TO), bebida
fermentada por 4 dias a 25°C (T4d25C) e 30°C (T4d30C) e por 5 dias a 25°C (T5d25C) foram
apresentadas em copos plasticos descartaveis para setenta e quatro (n=74) voluntarias (maiores
de 18 anos, ndo gravidas, ndo lactantes e interessadas em participar).

Os painelistas foram instruidos a provarem as amostras da esquerda para a direita,
tomando agua entre cada amostra, e avaliarem os termos sensoriais que perceberam em cada

bebida. A ficha da andlise sensorial encontra-se no apéndice 01.
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Para caracterizacdo sensorial das amostras, utilizou-se a anédlise CATA e a aceitacdo
global foi por meio de uma escala heddnica estruturada de 9 pontos, que representou variagéo
de “gostei muitissimo™ (9) até “desgostei muitissimo™ (1). Os participantes também verificaram
todos os termos sensoriais que perceberam em cada bebida, com base em 23 termos sensoriais
levantados anteriormente por um grupo focal, conforme proposto por Varela e Ares (2018). Os
termos foram agrupados em aparéncia (5 termos: turbidez, cor amarela, cor verde, cor clara,
gaseificado), aroma (8 termos: vinagre, frutas citricas, acido, cheiro suave, fermentado, grama,
cha verde e alcoodlico), sabor (doce, azedo, acido, amargo, vinagre, suave, chad verde,

fermentado e alcodlico) textura (1 termo: consistente).

4.2.6 Analise estatistica

As alteracOes estatisticas dos parametros fisico-quimicos através do tempo de
fermentacgdo foram realizadas por anélise de variancia two-way (ANOVA), seguida do teste de
Tukey. Os valores para cada tempo de ensaio e temperaturas de fermentacdo foram comparados
pelo teste t de Student. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Para avaliar as diferencas estatisticas nas taxas de aceitacdo dos voluntarios, as médias
foram avaliadas por ANOVA two-way e teste de Fisher (p=<0,05). Na ANOVA, as amostras

foram consideradas efeito fixo e os consumidores efeito aleatdrio. A normalidade dos dados e
a homogeneidade das variancias foram avaliadas pelos testes F maximo de Shapiro-Wilk e
Hartley, respectivamente, e foram consideradas satisfatorias quando p>0,05.

As frequéncias de mencdo para cada termo sensorial e emocdo evocada foram
determinadas por meio da contagem do namero de consumidores que verificaram para
descrever cada amostra, e o teste Q de Cochran ndo parametrico foi aplicado para detectar
diferencas na percepgdo dos consumidores sobre as amostras avaliadas. As diferengas foram

consideradas estatisticamente diferentes quando p=<0,05. O teste Q de Cochran e a AC foram

realizados no software XLSAT (Addinsoft, Nova York, EUA, versdo 2022.3.1 -
https://www.xIstat.com/en) e analise ANOVA no software R, versdo 4.0.5 (31-03-2021)

(www.r-project.org/).


https://www.xlstat.com/en
https://www.xlstat.com/en
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E TECNOLOGICA

As amostras foram avaliadas quanto a alteragcBes fisico-quimicas, tecnologicas,
polifendis totais e clorofilas durante a fermentacdo a 25°C e 30°C, e os resultados estdo
resumidos na Tabela 1.

O pH inicial foi de 3,34 + 0,01 e foi diminuido até o final da fermentacdo em ambas as
temperaturas. A fermentacdo a 30°C resultou em menor pH (2,76 + 0,04) em comparacdo com
25°C (2,92 £ 0,05). Em um estudo preliminar, a kombucha erva-mate atingiu valores de pH
préximos a 2,75 ap0s 8 dias de fermentacdo e o decaimento mais rapido dos valores de pH foi
associado a mudancas de temperatura de 20°C a 30°C (LOPES et al., 2021).

O aumento da acidez durante a fermentacéo da kombucha esté relacionado a formacéo
de 4cidos organicos (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). A temperatura influenciou a acidez
das bebidas, pois a fermentacdo a 30°C apresentou valores mais elevados, e a acidez desta
amostra esta relacionada a maior producao de acido acético. A producdo deste tipo de acido na
kombucha depende do acumulo de etanol. Lopes et al., (2021) observaram um padréo
semelhante, embora as mudangas na concentracdo de erva-mate tenham influenciado a taxa
aumentada da acidez de ambos.

Durante o processo de fermentacdo, as leveduras hidrolisam a sacarose em glicose e
frutose e usam esses monossacarideos para produzir etanol e dioxido de carbono. O etanol
produzido é oxidado em &cido acético por bactérias apresentadas em SCOBY, como K.
rhaeticus e K. hansenii (GREENWALT et al., 1998; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Os
resultados obtidos no presente trabalho indicam que o processo de fermentacdo € mais rapido
em temperaturas mais elevadas (Tabela 1).

A regulamentacdo brasileira estabelece que a kombucha deve apresentar acidez volatil
na faixa de 30-130 miliequivalentes molares de acido acético por litro (mEg/L) e pH entre 2,5
e 4,2, enquanto o teor de etanol deve ser inferior a 0,5% para ser rotulado como bebida nédo
alcoolica (BRASIL, 2019).
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Tabela 1 - Avaliacdo das alteracGes de pH, acidez, turbidez, alcool, acido acético, glicerol,
polifendis totais e clorofila no analogo de erva-mate kombucha durante o tempo de
fermentacéo a 25°C e 30°C.

Tem- Acido Polifenois
Tempe- Acidez . Alcool " Glicerol Totais Clorofila
po pH Turbidez Acético
(dias) ratura (mEqg/L) (g/L) (/L) (g/L) (mg (mg/L)
GAE/L)
25 0C 3.37;0,0 26.9+1,40A1 36'5/i2’12 0.12}50,1 0.54%:0,03 nd 635,774 14.09&1,88
0
3000 3.3%0,2 26,944, 2040 37'0/i7’07 0.4(;13;0,0 0.64&2\:;0,03 nd 637 794 13.2%1,29
250c  SP00% gporagoe 335242 O30L00 g 5gau00 nd 636,274  13:96£1,69
1
300C 3.2;1/:_;10,0 30.9:+1 40A" 33.5/;&02,12 0.53;31:0,0 0.58%:{0,07 nd 646.62 A2 1112'183?*
, 25 0C 3.1;1/:_-60,0 58,045,085 32.5/::00,70 1.921%3;:0,3 0.68?3;;0,12 0'21652:0'03 636.27 A2 13.7151,82
300C 3.023;0,0 64.7+7,035 34.0/:_-01,41 2.41:1)’%2;0,0 1.7611\;:0,04 0.412£00% 631,984 12'82ait)1’65
25 0C 3.0%;0,0 68,741,408 72.0;9,89 2.078%;:0,5 0.8128310,25 0.24%‘;:0,10 636.27 A2 12.52A;;1,22
3
3000 2.898250,0 98,544, 22A¢ 92.5A+_;)3,53 2.52%0,0 1.59%:0,03 0.385:00%¢ 632994 12.78A;;1,71
25 0C 2.9!?;:0,0 87,645,625 67.5;_;3,53 3.2%1«0:0,0 1.446‘33:;0,62 0'41251:0'04 644 60 A2 11.7?50,95
& o 2.84+0,1 124.4+7,03 86.0£5,65 2.748+0,7 2.431+0,56 0.436%0,10 aa 11.77£127
30°C Bd Ac Ab OBc Ac Ac 640.82 Abc
o 2.93+0,0 126.4+1,40 83.5+7,77 3.992+0,8 1.728+0,24  0.478+0,08 ra  10.35%0,80
25°C 3Af Bb Ba 8Ab Bbc Bb 639.05 Ad
5 300C 2.78+0,0 259.7+154 101.0+1,4 3.702+0,6 4.173t0,55 0.610+0,10 628.96 A2 10.93+1,04
ZBe 8Ab 1Aa 28a Ab Ab . Ac
o 2.92+0,0 254.8+19,7 82.5+3,53 5.924+0,7 2.994+0,20 0.678%0,04 aa 10.19+0,91
7 25°C 2Ag OBa Ba 3Aa Ba Aa 638.29 Ad
300C 2.7?;0,0 412.;);_;14,0 100;/)&7,0 3.2(:)3%;:0,1 7.05351,19 O.69£;:0,07 650.15¢A  9.20+0,32A¢

Fonte: Autor (2023).

Seguindo esses padrdes, os valores de pH para ambos os ensaios estavam dentro da faixa
legal. No entanto, a acidez do analogo da kombucha de erva-mate ficou acima dos limites legais
no 5° dia de fermentacdo a 30°C e no 7° dia a 25°C (Tabela 2). Isso significa que a fermentacao
a 30 °C pode ser encurtada para 4 dias, 0 que tem um impacto econémico positivo. Outro motivo
para terminar precocemente a fermentacdo da kombucha de erva-mate a 30°C seria o teor de
etanol, que foi inferior a 0,5% no 4° dia, e, portanto, essa bebida é classificada como ndo
alcodlica.

A producéo de etanol aumentou durante a fermentagéo, e a temperatura influenciou na
quantidade final deste metabdlito. Em comparacdo com o processo realizado a 30°C, a
fermentacdo a 25°C resultou em kombucha com maior concentragdo de etanol (p<0,05), acima
de 0,5%, e menor concentracdo de &cido acético (p<0,05). Esses resultados reforcam que 0s

niveis de etanol durante a fermentacdo devem ser cuidadosamente analisados para evitar erros



34

na rotulagem das bebidas e, consequentemente, evitar a desinformacéo para os consumidores,
0 que frequentemente acontece em kombuchas comerciais (TALEBI et al., 2017; SUHRE et
al., 2021).

A producdo de glicerol, um metabolito secundario da producéo de etanol, foi observada
em kombuchas. Este metabolito contribui para o corpo das bebidas e também pode melhorar o
seu sabor, embora a quantidade de glicerol produzida neste trabalho (inferior a 1g/L) n&o seja
suficiente para contribuir com essas caracteristicas (ZHAO et al., 2015).

A turbidez é uma caracteristica industrial importante para bebidas e pode estar
relacionada a celulose e ao crescimento microbiano em kombuchas. Neste trabalho, a turbidez
aumentou durante o processo de fermentacdo e foi influenciada pela temperatura. A 30°C, a
turbidez foi maior e pode estar relacionada ao maior crescimento microbiano e producéo de
celulose pelo género Komagataeibacter, altamente abundante em SCOBY (Figura 1).

O aumento da turbidez da kombucha tem sido observado durante a fermentacgdo
(ABACI et al., 2022), no entanto, ndo ha valores relatados na literatura. Comparado com os
valores de sucos de roma e morango (29 NTU), observados por Deleri et al., (2023), a
kombucha de erva-mate produzida no presente trabalho foi mais turva. Assim, os resultados
indicaram que, para aplicagdes préaticas, uma etapa adicional de clareamento, como a filtracéo,
seria interessante para alcancar um produto comercial com maior qualidade.

O teor de compostos fenolicos totais manteve-se constante durante a fermentacéo
(p>0,05) e os valores foram semelhantes a 25°C e 30°C (p>0,05). A quantidade de fendlicos
totais aumentou durante a fermentacdo de kombuchas preparadas com 0,5-1,0% (p/v) erva-
mate, embora a taxa de aumento tenha variado de 6%-13% do tempo zero a 12 dias (LOPES et
al., 2021).

Degirmencioglu et al. (2021) fermentaram kombucha de cha verde a 30°C por 15 dias
e observaram que a fracdo extraivel de polifendis permaneceu constante por 3 dias, decaiu no
5° dia e permaneceu constante na faixa de periodo de 5-15 dias. No entanto, a fracdo hidrolisavel
foi aumentada nos primeiros onze dias de fermentacdo e deteriorou-se apos esse periodo,
mostrando um padrdo semelhante ao observado por Jakubczyk et al. (2020).

A diminuicdo dos polifenois durante a fermentacdo pode estar relacionada & oxidagao
dos compostos devido ao nivel de oxigénio e reducdo do pH (JAYABALAN et al., 2014,
DEGIRMENCIOGLU et al., 2021). Além disso, os polifendis podem ser degradados por
enzimas microbianas ou condigdes de acidez em kombuchas, levando a formagéo de compostos
fenolicos de menor peso molecular que, consequentemente, aumentam a biodisponibilidade de
substancias fenolicas (CARDOSO et al., 2020).
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Em ambas as temperaturas, a clorofila diminuiu linearmente apdés o 2°dia de
fermentacgdo. As clorofilas sdo compostos muito instaveis a luz e ao oxigénio, o que resulta em
mudancas de cor. Essas mudancas podem envolver a formacéo de feofitina (cores marrom e
oliva) pela remocéo de ions magnesio do anel de porfirina (MOYANO et al., 2008), ou a
formacéo de clorofila (verde amarelado) pela perda da cadeia lateral phytyl das moléculas de
clorofila (SANT'ANNA et al., 2013).

5.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

Os perfis iniciais e finais da microbiota do SCOBY sob diferentes condigdes de

fermentacdo sdo mostrados na Figura 3.

Figura 3 - Abundancia relativa das espécies de bactérias (A) e fungos (B) identificadas no
inicio (inicial) e no final da producéo de kombucha (7 dias) fermentado a 25°C (T25C) e 30°C
(T300).
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m Starmerella davenportii
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Fonte: Autor (2023).

Neste estudo, Komagataeibacter foi o género bacteriano predominante observado em
todas as amostras (Figura 3(A)). A espécie de kombucha mais abundante no consércio inicial
de kombucha foi Komagataeibacter rhaeticus (84%), seguida por Komagataeibacter hansenii
(15%). Gluconobacter oxydans e Sphingomonas paucimobilis representaram menos de 1% da
abundancia relativa na amostra inicial. Ap6s 7 dias de fermentacdo a 25°C, K. rhaeticus
permaneceu como a bactéria predominante (82%) e a populacdo de K. hansenii diminuiu,
representando 5% da microbiota bacteriana.

A fermentacdo a 25°C resultou em um perfil bacteriano diferente na kombucha, pois
observamos a presenca de G. oxydans, Komagataeibacter sucrofermentans e Caulobacter sp.,
representando 6%, 2% e 2%, respectivamente. Agrobacterium tumefaciens, Methylobacterium
radiotolerans e S. paucimobilis estiveram presentes nesta amostra, representando menos de 1%
da abundancia relativa. Ao contrario da amostra T7d25C, a fermentacdo a 30°C aumentou a
populagéo de K. hansenii para 33% da abundéncia relativa, e a presenca de G. oxydans esteve
ausente. K. rhaeticus permaneceu a espécie predominante nesta amostra (66%).

Entre as leveduras, Brettanomyces bruxellensis foi a espécie mais abundante no SCOBY
inicial, representando 78% da populacdo, permanecendo prevalente durante a fermentacdo e
representando 86% e 92% de abundancia relativa ap6s 7 dias de fermentacdo a 25°C e 30°C,
respectivamente (Figura 3(B)). Leveduras do género Brettanomyces tém sido relatadas como
microrganismos importantes no consdrcio kombucha devido a sua capacidade de produzir cido
acético (AGUILAR et al., 2003; AGNOLUCCI et al., 2017).

No entanto, para outras bebidas fermentadas, essas leveduras ndo-Saccharomyces séo
consideradas microrganismos de deterioragdo (AGNOLUCCI et al., 2017) e, em relacdo a esse
aspecto, deve-se prestar muita atencdo ao perfil sensorial. Aureobasidium pullulans,
Myrmecridium schulzeri, Naganishia diffluens e Naganishia liquefaciens foram apresentados
inicialmente no consoércio de kombucha, no entanto, ndo foram identificados no final da
fermentacdo. Pichiaceae sp. representou 6% da populacdo de leveduras no SCOBY inicial e
1% e 2% apods fermentacdo a 25°C e 30°C, respectivamente; enquanto Pichia sp. representou
2%, 7% e 3% no inicio e no final da fermentacdo a 25°C e 30°C, respectivamente.

No geral, os resultados sobre a composi¢cdo da microbiota estavam de acordo com outros
estudos. Komagataeibacter tem sido relatado como o género bacteriano predominante de
SCOBY, juntamente com Acetobacter e Gluconacetobacter. Esses géneros de bactérias sdo
importantes para a geracdo da pelicula celulésica em fase sélida do SCOBY e produgdo de
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acidos organicos essenciais ao perfil de sabor tipico da kombucha (VILLARREAL-SOTO et
al., 2019; FABRICIO et al., 2022).

Bactérias produtoras de celulose e leveduras dominantes foram isoladas e caracterizadas
a partir de uma cultura de kombucha previamente adaptada ao meio de melago de cana-de-
acucar. Todos os isolados bacterianos eram de géneros relacionados, nomeadas,
Komagataeibacter. sp., Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter xylinus e
Gluconacetobacter saccharivorans, enquanto uma Unica levedura isolada foi identificada como
B. bruxellensis (ANGELA et al., 2020).

A diversidade taxondmica de SCOBY utilizada por cervejeiros comerciais de
kombucha foi investigada para 103 amostras, cuidadosamente coletadas das camadas superior
e inferior de SCOBY, revelando que o género bacteriano Komagataeibacter e o género de
levedura Brettanomyces foram os taxons mais prevalentes e abundantes (HARRISON;
CURTIN, 2021). Komagataeibacter species, B. bruxellensis e Zygosaccharomyces parabailli
também apresentaram taxas microbianas predominantes em kombuchas de chas verdes, pretos
e rooibos (GAGGIA et al., 2018).

5.3 ANALISE SENSORIAL
A andlise sensorial de ambas as amostras dentro dos padrdes regulatorios (4 dias a 25°C,

4 dias a 30°C e 5 dias a 25°C) foi realizada por 74 voluntarios, cujo perfil € apresentado na
Tabela 2.



Tabela 2 - Perfil dos voluntarios envolvidos na analise sensorial (n=74)

(continua)

N %
Género
Masculino 34 45.9
Feminino 40 54.1
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 7 9.5
Ensino fundamental completo 6 8.1
Ensino médio incompleto 43 58.1
Graduacdo 18 24.3
Idade 7 9.5
Média 35.8 + 14.3 anos
Maxima 75 anos
Minima 20 anos
Faixa salarial
Menos de R$1.380,00 8 11%
Entre R$1.380,00 e R$2.760,00 27 36%
Entre R$2.760,00 e R$4.140,00 30 40%

N %
Faixa Salarial
Entre R$4.140,00 e R$6.900,00 6 8%
Entre R$6.900,00 e R$8.280,00 3 4%
Mais que R$8.280,00 1 1%
Frequéncia de consumo
Todos os dias ou quase todos os dias 0 0.0%
Vérias vezes na semana, mas ndo todos os dias 2 2.7%
Uma vez por semana 0 0.0%
Vaérias vezes por més, mas ndo todas as semanas 7 9.3%
Uma vez ao més 0 0.0%
Vérias vezes ao ano, mas ndo todos os meses 0 0.0%
Uma ou duas vezes ao ano 7 9.3%
Menos de uma vez ao ano ou nunca 59 78.7%

Fonte: Autor (2023).
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Tabela 3 - Tabela de contingéncia dos atributos da kombucha ndo fermentada (T0O) e
fermentada por 4 dias a 25°C(T4d25C) e 30°C (T4d30C) e por 5 dias a 25°C (T4d30C)
avaliados pelo método CATA

Atributos To T4d25C T5d25C T4d30C p-value
Apa-  Turbidez 11 26 22 278 0.002
FENC1a " cor amarela 472 31° 38° 29° 0.002

Cor verde 2a g2 42 72 0.148
Cor clara 262 252 262 212 0.735
Gaseificado 12 28 12 42 0.392
Aroma  Vinagre o 21" 26" 442 <0.0001
Frutas citricas 12b 17¢2b 242 143 0.039
Acido 6P 122 202 228 0.000
Cheiro suave 252 172 142 ob <0.0001
Fermentado 11@ 222 122 192 0.055
Grama 28 28 28 1@ 0.925
Cha verde 242 143 12° 4P 0.000
Alcoolico 02 42 42 42 0.088
Textura oonsistente 12 42 5 22 0.261
Sabor  Doce 242 14 12b 1¢ <0.0001
Azedo 6¢ 20°b 20°P 382 <0.0001
Acido 5b 130 302 282 <0.0001
Amargo 2b 112 4@ 10% 0.015
Vinagre 4b 12 16° 28¢ <0.0001
Suave 352 17b gbe 1¢ <0.0001
Cha verde 232 100 gb 6P <0.0001
Fermentado 52 138 132 154 0.078
Alcoolico 0a 3a 52 43 0.072

Fonte: Autor (2023).

A maioria dos consumidores era do sexo feminino (54,1%, n=40); tinha ensino médio
completo (58,1%, n=43); média de idade de 35,8 anos (variando de 20 a 75 anos); e tinha renda
mensal entre 1 e 3 salarios minimos brasileiros (76,0%, n=57). A maioria dos individuos ndo
consumia kombucha com frequéncia (78,7%, n=59, bebia menos de uma vez por ano ou nunca).
Os resultados apresentados na Tabela 3 mostraram que a fermentacdo tem alto impacto nas
caracteristicas das bebidas.

Em relacdo a aparéncia, a turbidez das amostras fermentadas néo foi significativamente
diferente (p>0,05), embora o T5d25C tenha apresentado frequéncia de citagdo semelhante
(p<0,05) a infusdo ndo fermentada (T0). A caracteristica de cor amarela mudou da amostra néo

fermentada (T0) para amostras fermentadas, e a frequéncia de citacdo da cor amarela foi maior
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na amostra TO (p<0,05). A cor verde, a cor clara e os atributos gaseificados ndo apresentaram
diferengas significativas entre as amostras (p>0,05).

Os resultados para analise sensorial contrastam com os resultados instrumentais
observados para turbidez e teor de clorofila (Tabela 1), onde foram observadas diferencas
estatisticas entre amostras TO e fermentadas, indicando a importancia de uma analise holistica
de produtos do tipo kombucha em estudos futuros. Uma combinacdo de cha verde e ché preto
fermentado por 10 dias ndo mostrou diferencas no aspecto de clareza das kombuchas quando a
fermentacao foi realizada a 20°C, 25°C ou 30°C, embora a intensidade da cor tenha sido menor
para a fermentacéo a 30°C (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

Em relacdo ao aroma, o T4d30C apresentou maior (p<0,05) citacdo do odor de vinagre
e, na fermentacdo a 25°C, o atributo percebido nao diferiu por 4 (T4d25C) e 5 dias (T5d25C)
(p>0,05). Por outro lado, a infusdo ndo fermentada (T0) n&o diferiu do T4d25C (p>0,05), mas
apresentou menor citacdo (p<0,05) que o T5d25C. Estes resultados sdo 0s mesmos para sabores
de vinagre. Neffe-Skocinska, et al. (2017), por outro lado, observaram que a fermentacdo da
kombucha de chéa verde/preto por 10 dias apresentou menor intensidade de fermentacao de odor
de vinagre a 30°C do que a 25°C ou 20°C. Esses resultados estdo de acordo com a quantidade
de &cido acético relatada na Tabela 1, onde valores semelhantes foram observados para
amostras fermentadas, embora tenha havido maior teor de acido acético em T4d25C do que em
TO (Tabela 1).

As kombuchas fermentadas apresentaram aroma de frutos citricos (p>0,05) comparavel,
mas a fermentacdo a 25°C por 5 dias apresentou maior frequéncia de citacdo (p<0,05) do que a
infusdo ndo fermentada. Resultado semelhante foi observado para odor acido, mas neste caso,
T5d25C e T4d30C apresentaram citacbes maiores que TO (p<0,05). O aumento dos odores
citricos, de vinagre e acido é comum quando leveduras ndo-Sacharomyces, como
Bretanomyces, sdo usadas em produtos fermentados, principalmente devido & formacdo de
acido acético, linalol, &lcoois volateis e ésteres (GSCHAEDLER, 2017).

Para o aroma do cha verde, os resultados mostraram que TO e T4d25C nédo foram
significativamente diferentes (p>0,05), mas T5d25C e T4d30C apresentaram menor frequéncia
de citacdo. Os aromas fermentados, de grama e alcoolicos, bem como a textura de consisténcia,
ndo diferiram entre as amostras (p>0,05). Os sabores fermentados e alcoolicos também néo
diferiram entre as amostras (p>0,05).

Em relacdo aos atributos de sabor, a dogura foi maior em TO, mostrando diferencas
significativas em relacdo a T5d25C e T4d30C (p<0,05), mas ndo com T4d25C (p>0,05). O

consumo de acgucares durante o crescimento de SCOBY combinado com a producédo de acido
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acético leva a uma menor percepcdo de dogura em kombuchas (NEFFE-SKOCINSKA et al.,
2017).

Ja T4d30C e TO apresentaram maior e menor citacdo para acidez (p<0,05),
respectivamente, enquanto ndo foram relatadas diferencas significativas para amostras
fermentadas a 25°C (p>0,05). O amargor ndo diferiu entre as amostras fermentadas (p>0,05),
mas T4d25C e T4d30C apresentaram maior percepgdo que TO (p<0,05). O sabor suave
apresentou maior citacéo para infusdo ndo fermentada (p<0,05), enquanto T5d25C e T4d30C a
menor citacdo. Os polifendis podem trazer amargor e sabor adstringente aos alimentos
(GONZALEZ-MUNOZ et al., 2022), embora diferencas entre as amostras ndo tenham sido
detectadas na andlise laboratorial (Tabela 1).

O sabor do cha verde ndo difere entre as amostras fermentadas (p>0,05) e a frequéncia
de citacdo decaiu significativamente (p<0,05) em relacdo a amostra TO. Neffe-Skocinska et al.
(2017) observaram nenhuma ou pouca alteracdo em varios atributos de sabores na kombucha
de cha verde/preto fermentada por 10 dias a 20°C, 25°C ou 30°C, quando as intensidades foram
medidas por um painel treinado sensorialmente.

Entender o perfil sensorial é importante para controlar a qualidade dos alimentos, mas
a aceitacdo é o principal impulsionador para os consumidores. A ANOVA mostrou que as
bebidas ndo fermentadas apresentaram o maior escore médio de aceitacdo (p<0,05) (6,1 + 1,1,
usando uma escala de 9 pontos), e as amostras fermentadas a 25°C apresentaram valores
semelhantes (escore médio de 5,1 = 1,1 e 4,7 + 1,0 por 4 e 5 dias, respectivamente). A infusdo
fermentada a 30°C por 5 dias apresentou a maior rejei¢ao (p<0,05), com aceitagdo média de 3,7
+ 1,3. A relacdo entre os atributos percebidos e 0s escores de gostar é apresentada no mapa de
preferéncias das amostras (Figura 4).
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Figura 4 - Mapas sensoriais percebidos com base nos atributos da amostra e diferentes
tratamentos (A) e aceitacdo (B), elaborados pela metodologia CATA, de kombucha néo
fermentada (TO) e fermentada por 4 dias a 25°C (T4d25C) e 30°C (T4d30C) e por 5 dias a
25°C (T4d30C). Os atributos em vermelho sdo sabores; em verde, aroma; em azul, aparéncia
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Fonte: Autor (2023).

A andlise de correspondéncia mostrou que a redugdo de dimens&o explicou 94,17% da
variancia dos dados, assim como a primeira dimensao explicou 86,13% e a segunda dimensao,
8,04%. A aceitacdo do consumidor esteve intimamente relacionada a dogura, sabor suave, cor
amarela, sabor e aroma do cha verde, aroma suave e odor citrico de frutas, atributos altamente
citados pelos consumidores em TO (Tabela 3). Neffe-Skocinska et al. (2017) observaram que a

fermentacao da kombucha a 25°C apresentou maior qualidade global do que a 30°C. Uma maior
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aceitacdo do sabor foi observada para a kombucha de cha preto doce em compara¢do com a
bebida de cha de kombucha n&o fermentada (IVANISOVA et al., 2019).

A kombucha ainda ndo é uma bebida popular no Brasil, e esse cenério € apresentado no
perfil de consumo do presente trabalho (Tabela 2). Por outro lado, o chimarrdo é amplamente
consumido pelos mesmos consumidores, e esse comportamento pode explicar os resultados de
aceitacdo. No entanto, os resultados do presente trabalho trazem insights interessantes para o
desenvolvimento de um novo produto e mostram dados importantes para 0s principais
impulsionadores para aumentar a aceitacdo da infusdo erva-mate fermentada pela kombucha
SCOBY.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, a temperatura demonstrou ser um fator significativo na influéncia da
fermentacdo da kombucha de erva-mate por cultura simbiética de kombucha, observando-se
variagdes no pH, acidez e velocidade de fermentacdo ao longo do tempo, sendo mais
pronunciadas a 30°C do que a 25°C. Os teores de acido acético, alcool e clorofila revelaram-se
sensiveis tanto ao tempo quanto a temperatura de fermentacdo. No entanto, o contetdo fendlico
total manteve-se constante, apesar das flutuacdes nessas variaveis, indicando uma estabilidade
notavel.

E imperativo destacar, no entanto, que este estudo enfrentou algumas limitagdes. A
principal delas foi a consideravel reducdo na aceitacdo do consumidor durante a fermentacéo
da infusdo de kombucha de erva-mate. Tal reducéo foi atribuida ao desenvolvimento de aromas
e sabores vinagrosos, fermentados, niveis acentuados de acidez e notas amargas, os quais foram
produzidos pelo SCOBY (cultura simbiética de bactérias e leveduras).

Além disso, a analise das populacdes de B. bruxellensis e K. rhaeticus, como principais
leveduras e bactérias, respectivamente, evidenciou uma prevaléncia significativa a 25°C ou a
30°C. Contudo, é importante reconhecer que, devido a complexidade do ambiente de
fermentagdo, outros fatores podem ter influenciado a dindmica microbiana, limitando a
generalizagdo dos resultados.

Como perspectiva para futuras investigacGes, recomenda-se uma analise mais
aprofundada das interacGes entre os componentes da cultura simbidtica de kombucha e o0s
substratos especificos, visando uma compreensdo mais completa dos processos fermentativos.
Além disso, seria valioso explorar abordagens para minimizar os efeitos sensoriais indesejados,
otimizando assim a aceitabilidade do produto final. Esses esfor¢os contribuiriam para a
evolucdo e aprimoramento continuo na producdo de kombucha de erva-mate, alinhando-se as

expectativas e preferéncias dos consumidores.
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APENDICE 1

Obrigado por participar de nossa pesquisa. Primeiro, nos fale um pouco sobre vocé:

RG:

Qual seu género:

( ) Masculino () Feminino ( ) Ndo me identifico com nenhum ( ) Prefiro ndo dizer
Quial sua idade?

Qual sua escolaridade?

( ) Ensino Fundamental incompleto ( ) Ensino Fundamental Completo

( ) Ensino Médio Completo ( ) Ensino Superior Completo

Quial sua faixa salarial?

( ) Menos de R$ 1.380,00 () Entre R$1.380,00 e R$2.760,00
() Entre R$2.760,00 e R$4.140,00 () Entre R$4.140,00 e R$6.900,00
() Entre R$6.900,00 e R$8.280,00 ( ) Mais que R$8.280,00

Com gque frequéncia vocé consome kombucha?

( ) Todos os dias ou quase todos os dias

( ) Vérias vezes na semana, mas ndo todos os dias

( ) Uma vez por semana

( ) Varias vezes por més, mas ndo todas as semanas
( ) Uma vez ao més

( ) Varias vezes ao ano, mas ndo todos 0s meses

( ) Uma ou duas vezes ao ano

( ) Menos de uma vez ao ano ou nunca
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Vocé esté recebendo 4 amostras de kombucha. Prove as amostras da esquerda para a direita,
tomando &gua entre uma amostra e outra. Entdo, marque todos os atributos que estdo presentes
na amostra que vocé provou. Para cada uma que vocé marcou, entdo, indique qual a intensidade
do atributo utilizando a escala ao lado. Por favor, olhe, cheire e prove as amostras.

Amostra 263

Aceitacdo Global

Desgostei Muitissimo Gostei Muitissimo
O O O O O O O O O

Agora, marque todos os atributos que vocé sente nessa amostra

Aparéncia

( ) turbidez ( ) cor amarela ( ) cor verde

( ) cor clara ( ) gaseificado

Cheiro

( ) Vinagre () fruta citrica ( ) acido

( ) cheiro suave ( ) fermentado ( ) grama

( ) cha verde () alcoolico

Sabor

( ) doce ( ) azedo ( ) éacido

( ) amargo ( ) vinagre ( ) suave

( ) chéa verde () fermentado

( ) consistente ( ) alcoolico



Amostra 593

Aceitacéo Global

Desgostei Muitissimo Gostei Muitissimo
O O O O O O O O O

Agora, marque todos os atributos que vocé sente nessa amostra

Aparéncia

( ) turbidez ( ) cor amarela ( ) cor verde

( ) cor clara ( ) gaseificado

Cheiro

( ) Vinagre () fruta citrica ( ) &cido

( ) cheiro suave ( ) fermentado ( ) grama

( ) cha verde () alcdolico

Sabor

( ) doce ( ) azedo ( ) acido

( ) amargo ( ) vinagre ( ) suave

( ) cha verde () fermentado

( ) consistente () alcdolico
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Amostra 197

Aceitacdo Global

Desgostei Muitissimo Gostei Muitissimo
O O O O O O O O O

Agora, marque todos os atributos que vocé sente nessa amostra

Aparéncia

( ) turbidez ( ) cor amarela ( ) cor verde

( ) cor clara ( ) gaseificado

Cheiro

( ) Vinagre () fruta citrica ( ) &cido

( ) cheiro suave ( ) fermentado ( ) grama

( ) cha verde () alcdolico

Sabor

( ) doce ( ) azedo ( ) acido

( ) amargo ( ) vinagre ( ) suave

( ) cha verde () fermentado

( ) consistente () alcdolico
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Amostra 904

Aceitacdo Global

Desgostei Muitissimo Gostei Muitissimo
O O O O O O O O O

Agora, marque todos os atributos que vocé sente nessa amostra

Aparéncia

( ) turbidez ( ) cor amarela ( ) cor verde

( ) cor clara ( ) gaseificado

Cheiro

( ) Vinagre () fruta citrica ( ) &cido

( ) cheiro suave ( ) fermentado ( ) grama

( ) cha verde () alcdolico

Sabor

( ) doce ( ) azedo ( ) acido

( ) amargo ( ) vinagre ( ) suave

( ) cha verde () fermentado

( ) consistente () alcdolico
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