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RESUMO

A ginger ale ¢ uma bebida fermentada com gengibre e estd entre os produtos com apelo
funcional e probidtico, o que a torna uma opg¢ao bastante promissora na categoria de bebidas
ndo alcoolicas. Diante disso, o objetivo principal deste estudo foi produzir uma bebida
fermentada ndo alcodlica utilizando microrganismos nativos provenientes do gengibre. Foram
avaliadas quatro metodologias para producgdo do starter, Canakapali (2019), Sulistyarsi et. al
(2022), Baudar (2018) e Katz (2014), a de Sulistyarsi et. al (2022) se mostrou mais vantajosa
para utilizagdo devido ao menor teor de alcool formado. Para a producdao das bebidas
fermentadas, a 28°C+2°C, o periodo de trés dias foi considerado ideal devido a seguranca
indicada pelo mandmetro. Os valores de pH (2,68+0,04 — 2,69+0,02 — 2,84+0,03 — 2,94+0,05)
e acidez (126+1,80 — 132,6+1,04 — 111,3+1,37 — 111,6+1,90 meq/L) se enquadraram nas
legislacdes IN N°41 de 2019 (Padrao de Identidade e Qualidade da Kombucha —pH 2,5a4,2 ¢
acidez de 30 a 130meq/L) e IN N°34 de 2012 (Bebidas fermentadas de Frutas — acidez de 50 a
130meq/L), que sdo categorias de bebidas similares a ginger ale pois, ainda ndo existe padroes
que estabelecam sua identidade e qualidade. As bebidas pela metodologia de Canakapalli
(2019) e Sulistyarsi et. al (2022) foram consideradas ndo alcodlicas até o 15° dia de
armazenamento refrigerado (0,45%v/v — 0,46%v/v) e ap6s o 30° dia se tornaram alcoolicas
(0,54%v/v). O acido citrico encontrado nas bebidas esteve em maior quantidade em relagdo aos
outros acidos como lactico e acético. Foram quantificadas bactérias acido lacticas como,
Lactobacillus (3,7x10% — 4,3x10° — 2,5x10* — 4,0x10°) e Streptococcus (2,9x10? — 4,1x10° —
3,2x10° — 5,7x10°), os microrganismos do grupo Coliformes e Salmonella nio foram
detectados, assegurando as bebidas quanto a qualidade higiénico sanitaria. A sensorial da
bebida ndo alcodlica, feita por Sulistyarsi et. al (2022), teve pontuagdo entre 7 e 8 (gostei

moderadamente a gostei muito), além de notas altas quanto a inten¢do de compra.

Palavras-chave: bebida funcional, ginger ale, ginger bug, probidticos.



ABSTRACT

Ginger ale is a drink fermented with ginger and is among the products with functional
and probiotic appeal, which makes it a very promising option in the non-alcoholic drinks
category. Therefore, the main objective of this study was to produce a non-alcoholic fermented
drink using native microorganisms from ginger. Four methodologies for starter production were
evaluated, Canakapali (2019), Sulistyarsi et. al (2022), Baudar (2018) and Katz (2014), that of
Sulistyarsi et. al (2022) proved to be more advantageous for use due to the lower alcohol content
formed. To produce fermented drinks, at 28°C+2°C, a period of three days was considered ideal
due to the safety indicated by the pressure gauge. The pH values (2.68+0.04 — 2.69+0.02 —
2.84+0.03 —2.94+0.05) and acidity (126+1.80—132.6+1.04 —111.3£1.37—-111.6+1.90 meq/L)
met legislation IN N°41 of 2019 (Kombucha Identity and Quality Standard — pH 2.5 to 4.2 and
acidity from 30 to 130meq/L) and IN N°34 of 2012 (Fermented Fruit Drinks — acidity from 50
to 130meq/L), which are categories of drinks similar to ginger ale as there are still no standards
that establish their identity and quality. Drinks using the methodology of Canakapalli (2019)
and Sulistyarsi et. al (2022) were considered non-alcoholic until the 15th day of refrigerated
storage (0.45%v/v — 0.46%v/v) and after the 30th day they became alcoholic (0.54%v/v). The
citric acid found in drinks was in greater quantity compared to other acids such as lactic and
acetic. Lactic acid bacteria were quantified, such as Lactobacillus (3.7x10% — 4.3x10° — 2.5x10*
— 4.0x10°) and Streptococcus (2.9x10% — 4.1x10° — 3.2x10% — 5.7x10°), microorganisms from
the Coliformes group and Salmonella were not detected, ensuring the drinks had hygienic and
sanitary quality. The sensorial of the non-alcoholic drink, made by Sulistyarsi et. al (2022), had
a score between 7 and 8 (I liked it moderately to I liked it a lot), in addition to high marks

regarding purchase intention.

Keywords: functional drink, ginger ale, ginger bug, probiotics.
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1 INTRODUCAO

As mudangas nos habitos alimentares observadas na populagdo mundial tém sido
ocasionadas especialmente por dois fatores. O primeiro sdo os surtos infecciosos que vém
acontecendo nos ultimos anos, além da facilidade ao acesso as informacgdes proporcionadas
principalmente pelas midias e redes sociais, que apresentam diversas pesquisas na area da
alimentacdo e saude. O segundo fator ¢ a crescente preocupacdo por parte da populagdo em
relacdo a satide e, por isso, a busca por alimentos saudaveis e funcionais tem se tornado comum,
a fim de proporcionar beneficios a saude fisica e mental, o que impacta diretamente na
qualidade de vida. Entre estes alimentos funcionais estdo os probidticos, que contém
microrganismos vivos capazes de alterar a colonizagdo do intestino e conferir beneficios a
saude. (Sanders et. al, 2013; Sanchez et. al, 2016, Bhushan et. al, 2021; Gautier et. al, 2021,
Brahma et. al, 2022 e Wang et. al, 2022).

Devido aos beneficios relacionados a satude e a boa aceitabilidade por consumidores de
todas as idades, a procura e o desenvolvimento de bebidas funcionais a base de sucos de frutas
e chas tem aumentado bastante, a exemplo de iogurtes de kefir, kombuchas e outras bebidas
fermentadas de frutas e vegetais, o que impulsiona o crescimento do mercado desta categoria
de alimentos (Derkyi et. al, 2018 e Kittibunchakul ez. al, 2021).

Hortaligas, frutas, vegetais e raizes possuem uma populacdo microbiana que depende
das caracteristicas de cada matriz vegetal e origem geografica, essa microbiota ¢ composta
principalmente por microrganismos benéficos incluindo as leveduras (géneros Sacharomyces,
Pichia, Candida e Torulaspora), e as bactérias (Bacillus spp. € Acetobacter spp.) que sao
responsaveis pela fermentacdo espontanea de frutas e vegetais crus (Torres et. al, 2020; Pandey
et. al, 2022). Essa microbiota presente nos vegetais pode atuar como cultura para fermentagao,
dando origem a bebidas fermentadas produzidas de forma artesanal. Esse fato pode atribuir alto
valor agregado e vantagem competitiva e mercadoldgica ao produto como a ginger ale, que sao
bebidas fermentadas a partir do gengibre (Derkyi et. a/, 2018; Nutakor et. al, 2020 e Torres et.
al, 2020).

A ginger ale ¢ uma opc¢ao de bebida bastante promissora, uma vez que o rizoma ¢ muito
conhecido por seu valor nutricional e atividades terapéuticas, que vao desde atividades
antioxidantes, anti-inflamatoria e antimicrobiana até imunomoduladora. A bebida também
representa uma op¢ao para as pessoas cuja preferéncia alimentar tem mudado progressivamente
ao buscarem por bebidas menos alcoolicas, menos agucaradas e mais saudaveis, em substituicao

ao refrigerante comercial, ou aquelas com condi¢des especificas, como diabéticos e hipertensos
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(Srinivasan et. al, 2017; Nutakor et. al, 2020). A ginger ale ainda ndo ¢ muito estudada nem
explorada, ndo se t€ém muitos estudos cientificos sobre a bebida que possibilite sua comparacao,
assim como padrdes estabelecidos para sua identidade e qualificagdo. Foram encontrados
alguns estudos especificos sobre a bebida, Canakapali (2019), Sulistyarsi et. al (2022), Baudar
(2018) e Katz (2014) que foram utilizados como base para produgao das bebidas neste trabalho.
Por esse motivo, sdo necessarios mais estudos que envolvem o processo fermentativo na

producdo da bebida e sua caracterizagao.

2  OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo geral ¢ produzir uma bebida fermentada ndo alcoolica utilizando

microrganismos nativos provenientes do gengibre.

Objetivos especificos:

e Estudar e padronizar o in6culo (starter de gengibre) segundo as metodologias
de Sulistyarsi et. al (2022), Canakapalli (2019), Baudar (2018) e Katz (2014).

e Elaborar a formulacdo da bebida, a partir do estudo das concentracdes iniciais
dos ingredientes;

e Estudar o tempo de fermentacgio da bebida;

e Identificar os microrganismos presentes na bebida fermentada final, assim como
no starter;

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas da bebida fermentada como: acidez
titulavel, acidez volatil, pH, sélidos soluveis, acucares totais, etanol, acidos
latico, acético e citrico e compostos fendlicos.

e Analisar sensorialmente a bebida final mediante a avaliagdo de aceitagdo e

inten¢do de compra da bebida.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fermentacio

A palavra “fermentagdo” vem da palavra latina “fermentum”, e é definida como um
processo natural de decomposi¢do, o qual envolve a transformagdo quimica de substancias
organicas complexas em compostos mais simples, pela agdo de catalisadores organicos gerados
por microrganismos de origem animal ou vegetal (Steinkraus, 1983).

A fermentagdo pode ser vista como um método bioldgico de conservacao de alimentos,
podendo ser classificada em duas categorias: (i) natural ou espontanea (ou selvagem), na qual
0s microrganismos estdo naturalmente presentes no alimento cru ou no ambiente de
processamento; (ii) fermentacdo por adi¢do de culturas iniciadoras, também denominada
fermentagao cultura dependente (Rezac et. al, 2018; Verdn et. al, 2019 e Torres et. al, 2020).

A fermentacdo espontinea ¢ um dos mais antigos processos alimentares e métodos de
preservagao de culturas comestiveis, contribui com o incremento de vitaminas, acidos organicos
e aminoacidos que determinam conjuntamente a nutricdo, sabor e aroma dos alimentos e
bebidas fermentados. No entanto, a fermentacao espontanea ¢ facilmente influenciada pela
matéria-prima, temperatura, valor de pH, estresse ambiental e presenga de microrganismos
desconhecidos (Xiang et. al, 2020 e Xiang et. al, 2022).

Trata-se de um processo de obtencao de energia anaerdbia, através da quebra de glicose
em moléculas de piruvato que sdo posteriormente transformadas em outros produtos,
dependendo do microrganismo envolvido no processo. Durante a fermentagdo os
microrganismos, especialmente os probidticos, quebram os carboidratos fermentaveis em
produtos como acidos organicos, didxido de carbono e &lcool, e sintetizam metabolitos
antimicrobianos como as bacteriocinas, que aumentam a seguranca do alimento por inibir ou
matar os microrganismos patogenos (Campbell, 1994; Lehninger et. al, 1995; Simova et. al,
2009; Kim et. al, 2022).

A atividade conservante proposta da fermentacdo ¢ proveniente das enzimas
microbianas, producao de 4cidos organicos, como o latico, etanol e diminui¢ao do pH durante
o processo fermentativo. Como resultado da a¢do dessas enzimas, através da hidrdlise de
polissacarideos, proteinas e lipideos, sdo produzidos substratos ndo toxicos com potenciais
bastante desejaveis, como uma ampla diversidade de sabores, aromas e texturas; melhoria da

digestibilidade de proteinas e carboidratos, bem como a biodisponibilidade de vitaminas e
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minerais. Além disso, ha pesquisas que comprovam que a fermentagdo possui potencial de
enriquecer nutricionalmente o alimento (Steinkraus, 1983 e 2002; Altay et. al, 2013; Nuraida,
2015; Makwana e Hati, 2019 e Xiang et. al, 2019).

Chitra et. al (1996) mostraram em seus estudos o potencial da fermentacao em aumentar
o valor nutricional dos alimentos através do mecanismo de reducdo de fatores antinutricionais,
como o acido fitico. Os autores estudaram o processo de fermentagdo em sementes de
leguminosas como feijao, grao de bico e soja, utilizando coalhada natural, e comprovaram que
houve uma redug@o no teor de acido fitico das sementes em até 65%. Steinkraus (1998) relata
que o milho carece de vitamina A e B12, porém, quando fermentado os valores de vitaminas
B12 e B2 sdo aumentados consideravelmente. Mokoena et. al (2005) e Chelule et. a/ (2010)
analisaram a influéncia da fermentacdo em farinha de milho e observaram que além de aumentar
os niveis de proteinas nas amostras, a fermentacdo também diminuiu drasticamente as
micotoxinas detectadas nas amostras de milho apds a fermentacao.

Tang et. al (2023) desenvolveram uma bebida fermentada de macd e meldo com
excelente capacidade antioxidante. Os autores utilizaram 9% de levedura (Saccharomyces
cerevisiae) em suco adocado com sacarose ¢ fermentaram a 27°C por 11 dias e depois
inocularam com 9% de bactérias lacticas (Streptococcus thermophilus e Streptococcus
intestinalis) por 16 dias a 36%. Eles obtiveram resultados muito satisfatorios com a fermentacao
do suco de frutas, pois a atividade antioxidante total da bebida aumentou de forma significativa,
com valor de 15,57 £0,6 UFC/mL.

Qiu et. al (2023) estudaram os efeitos da fermentagdo de bactérias lacticas no teor de
fitoquimicos, sabor e aroma de bebida mista de rosas comestiveis e cogumelos, € observaram
maiores teores de fenois e flavonoides totais, aminoacidos livres e nucleotideos de sabor, bem
como maior capacidade antioxidante nas amostras fermentadas do que no controle. Na analise
sensorial, os resultados apresentaram reducdo significativa nos sinais de amargor e
adstringéncia na bebida fermentada.

Os microrganismos mais conhecidos e comumente utilizados na fermentagdo incluem
bactérias acido lacticas (Lactobacillus, Strectococcus, Enterococcus, Lactococcus €
Bifidobacterium) e fungos leveduriformes (Saccharomyces cerevisiae, Candida, Cryptococcus,
Torulaspora e Rhodotorula (Chisti, 2014 e Tamang et. al, 2016), embora fungos filamentosos
tenham ocupado importantes nichos especificos nesta area possuindo importante papel na
producdo de enzimas, como a hesperidinase que possui grande potencial para hidrolise de
flavonoides naturais, e a degradacdo de fatores antinutricionais (Aidoo e Nout, 2010; Severo,

2022).
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Os substratos podem variar de forma bastante ampla, podendo ser qualquer substancia
que suporte o crescimento microbiano disponibilizando nutrientes para eles, desde que ele seja
seguro ¢ atoxico. Desta forma, os produtos derivados da fermentacdo também variam

amplamente (Xiang et. al, 2019).

3.2 Conducoes Fermentativas

A maioria dos processos fermentativos podem ser classificados como fermentagdo em
estado solido e fermentagdo submersa. Na fermenta¢do em estado sélido, os microrganismos
crescem em um sélido umido com pouca ou nenhuma agua. Alguns exemplos desse tipo de
fermentagdo sdo panificagdo, o cultivo de cogumelos, processamento de cacau e fabricacdo de
alguns alimentos como misso (pasta de soja) e saqué (Chisti, 1999; 2014). Na fermentagao
submersa os substratos podem ser usados dissolvidos, como em uma solucdo de sacarose ou
um substrato solido suspenso em uma grande quantidade de dgua para formar uma pasta.
Alguns exemplos da utiliza¢do desse tipo fermentacdo sdo na producdo de iogurte, fabricacdao
de cerveja, vinhos, bebidas fermentadas como kombucha, kefir e ginger ale, e molho de soja
(Chisti, 2014; Xiang et. al, 2020).

Os processos fermentativos, tanto em estado s6lido quanto submersos podem acontecer
em condic¢des aerdbicas, que requerem a presenca de oxigénio, e em condi¢cdes anaerdbicas,
que devem ser conduzidos na auséncia de oxigénio (Chisti, 2014).

As condugdes fermentativas podem ser realizadas em batelada, batelada alimentada ou
de forma continua. As fermentagdes caracterizadas como batelada e batelada alimentada sao as
mais empregadas para a obten¢do de varios produtos fermentados. O processo batelada € o
modo de operacdo em que o sistema ¢ operado de maneira descontinua, em regime transiente
ou estado ndo estacionario, isto €, em cada batelada (ciclo) o sistema ¢ carregado com as
matérias-primas e reagentes necessarios, de forma que ¢ efetuada a reagdo e formam-se os
produtos. A cultura em batelada alimentada ¢ a técnica operacional em processos
biotecnoldgicos aonde um ou mais nutrientes (substratos) sdo adicionados (alimentados) ao
biorreator durante o cultivo e em que o(s) produto(s) permanece no biorreator at¢ o fim da
fermentagdo. Esse tipo de condugdo ¢ muito usado em industria de alimentos, farmacéutica e
de biocombustiveis. Na industria de alimentos ¢ muito usual em processos fermentativos de
bebidas, como cerveja, vinhos, cachaga entre outros. Esse processo tem como vantagem alta
facilidade no controle microbiolédgico e limpeza das dornas com maior frequéncia (Chisti, 1994;

1999, 2010; 2014; Schimidell e Facciotti, 2001). O processo de fermentagdo continua
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caracteriza-se por possuir uma alimentacdo continua de meio de cultura a uma determinada
vazao constante, sendo o volume da reagdao mantido constante através da retirada continua de
caldo fermentado. A desvantagem desse processo € o controle microbioldgico e a dificuldade
de limpeza das dornas, o que faz com que industrias de alimentos optem por processos em
batelada e batelada alimentada (Chisti, 1994; 1999, 2010; Schimidell e Facciotti, 2001).

Uma fermentagdo ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo temperatura, pH,
natureza e composicdo do meio, oxigénio e diéxido de carbono dissolvidos, condugdes
operacionais, tais como batelada alimentada ou continuo. Essas varia¢des interferem
diretamente na taxa de fermentacdo, variedade e rendimento do produto, nas propriedades
sensoriais (aparéncia, sabor, cheiro e textura), geracao de toxinas, qualidade nutricional e outras

propriedades fisico-quimicas (Chisti, 2014; Xiang et. al, 2022).

3.3 Fermentacao alcodlica

A fermentagdo alcoolica refere-se a produgdo de etanol, através de moléculas de
piruvato oriundas da glicdlise, e é provocada por diversos microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias acido lacticas. Destes, as leveduras sdo o principal tipo de
microrganismos utilizados para a produ¢do de bebidas alcoolicas (Fleet, 2003, Torija et. al,
2003; Nout e Kiers, 2005; Zamora, 2009). Dentre as leveduras, a espécie Saccharomyces
cerevisiae ¢ a mais importante do ponto de vista econdmico. Ela ¢ bastante utilizada na
producdo de cervejas, vinhos, e outras bebidas alcodlicas, além de desenvolver um papel
importante na maturagdo da massa de pdo, produzindo gés carbonico para seu crescimento
(Fleet, 2003; Nout e Kiers, 2005; Clavijo et. al, 2010; Day et. al, 2016).

Na produgdo de bebidas alcodlicas, como o vinho e a cerveja, e na producdo de paes e
bolos, a fermentagdo alcoodlica tem um papel fundamental. No primeiro caso, a producao de
etanol que ocorre neste tipo de fermentagao € o passo mais importante; enquanto para indistria
panificadora, o efeito provocado pela libertacdo de didxido de carbono, nesta reagdo, ¢é
extremamente 1til e indispensavel (Lee, 2009).

Embora a reagdo principal seja a conversao de agucares redutores em etanol e dioxido
de carbono, muitos outros produtos secunddrios sdo obtidos ao longo do processo, como
glicerol, acidos organicos, alcoois superiores, ésteres e outros componente volateis que
conferem as caracteristicas especiais a cada produto formado (Ribéreau-Gayon et. al, 2006 e

Gavaglia et. al, 2022).
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Apoés a fermentagdo alcodlica e sob exposicdo ao oxigénio, a fermentagdo acética
acontece e o etanol, formado durante a fermentagdo alcoodlica, é transformado, por bactérias
acéticas, em acido acético liberando agua. Os vinagres sao o resultado da fermentagao acética
de fruta e de bebidas alcoodlicas (Lee, 2009).

Aponte et. al (2020) fizeram um estudo com o objetivo de avaliar a dominancia e
implantacdo de culturas starters para fermentagdo do vinho. Os autores monitoraram starters
comerciais de Saccharamyces cerevisiae ¢ linhagens selvagens durante a fermentagdao dos
mostos € constataram que as fermentagdes espontadneas eram conduzidas inicialmente por
leveduras nao Saccharamyces e posteriormente, ap6és cinco dias, por elevado numero de S.
cerevisiae, que apresentaram desempenhos superiores aos registrados para linhagens
comerciais. O estudo destacou ainda o baixo dominio e prevaléncia de algumas culturas iniciais
comerciais.

Han et. a/ (2020) comparam as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais abrangentes
de bebida alcodlica de greengage (GAB), grupo de cultivares da ameixeira, fermentada por trés
linhagens de comerciais de leveduras Saccharomyces cerevisiae, a saber, Angel RVI171, Lalvin
71B e Angel BV818, a fim de determinar a linhagem mais adequada para producdo da bebida.
Foi feito a monitoragdo das principais propriedades fisico-quimicas da bebida, como teor de
agucar total, acido total, alcool, &cido ascorbico e proteina total, e as caracteristicas sensoriais
foram feitas pelo método de 100 pontos e avaliadas por 20 provadores treinados quanto a
aparéncia, tipicidade, sabor e aroma. Os autores sugeriram a cepa Lalvin 71B como a mais
adequada para fermentagdo da bebida, com a maior concentragdo de alcool, de 14, 31%, teor
de agucar residual de 5,72g/L e teor de acido total de 9,72g/L, se mostrando bastante eficiente,
além de abundancia de compostos volateis de sabor detectados, como ésteres e alcoois (290,67
mg/L). A andlise sensorial da bebida fermentada por Lalvin 71B resultou em uma bebida de
aroma mais forte, de sabores doce e azedo mais confortaveis, segundo os avaliadores, obtendo

a maior pontuacao (84,50 pontos), com coloracao amarelo claro, transparente e limpida.

3.4 Fermentacao lactica

Assim como no processo fermentativo alcoolico, na fermentagao lactica os organismos
que vivem em condi¢des de anaerobiose utilizam a via fermentativa para degradar as moléculas
de piruvato obtidas pela glicolise, no entanto a principal caracteristica ¢ a reducao do piruvato
a acido lactico como produto. Nos diferentes tipos de fermentagdo, realizados por diferentes

tipos de células microbianas o que os definem sdo os produtos formados.
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A fermentacdo lactica foi, possivelmente, um dos primeiros processos bioldgicos cujas
propriedades benéficas foram descobertas e utilizadas pelos seres humanos (Lee, 2009).
Existem diversos alimentos produzidos com base neste tipo de fermentacao, sdo exemplos disso
os iogurtes, os leites fermentados e o kefir.

Gocer et. al (2023) avaliaram amostras de kefir na fermenta¢ao em leite de nozes e leite
de améndoas para comparar com a fermentagdo em leite de vaca. Nos resultados foram
observadas as diferencgas nos parametros microbioldgicos e reologicos de amostras. No leite de
améndoas os resultados mantiveram os microrganismos benéficos na microflora do kefir, com
alta viabilidade do probidtico (>107 UFC g'!), além disso os valores de viscosidade foram
maiores no kefir de améndoa do que nas outras amostras. Assim, o kefir de leite de améndoa
apresentou melhores caracteristicas microbiologicas e reologicas.

Liet. al (2023) estudaram a cinética de crescimento e alteragcdes metabodlicas, assim como
a atividade antioxidante, de probidticos em iogurte fermentado a base de cevada. Os autores
utilizaram enzimas de cevada misturadas com concentrado de soja para preparagao do iogurte,
usando culturas de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, com contagem
viavel de 1,9x10® UFC/mL para cada cepa, e obtiveram um iogurte com maiores concentracdes
de compostos fenolicos totais e flavonoides. Dessa forma obtiveram um produto com maior
atividade antioxidante e pontuacdes sensoriais mais altas em comparagao ao iogurte de controle,

feito com agticar branco e concentrado proteico de soja.

3.5 Bebidas Fermentadas

Os alimentos e bebidas fermentadas tém sido um componente integral da dieta humana
desde 8000 a.C. e representam quase um terco do consumo mundial de alimentos, podendo
chegar até 40% para algumas populagdes. Sua origem antecede a milhares de anos e sdo
anteriores a existéncia de registros escritos de sua producdo e consumo (Chilton et. al, 2015 e
Xiang et. al, 2019)

De acordo com Franz et. al (2014), os alimentos e bebidas fermentadas tradicionais sao,
étnica e economicamente, os alimentos mais valiosos produzidos e consumidos em todos os
paises, sendo que a Africa se destaca por sua histéria antiga de producdo de alimentos
fermentados tradicionais, incluindo leite, e talvez seja o continente com a maior variedade de
alimentos fermentados lacteos e alcalinos, que formam uma parte substancial da dieta de seus

habitantes. Esses alimentos fermentados tém sido parte da dieta humana desde os tempos
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antigos e permanecem importantes em muitos paises em desenvolvimento, onde sdo parte
integrante das culturas e tradi¢des locais (Chilton et. al, 2015; Sanlier et. al, 2017).

A diversidade de microbiota e matérias-primas, bem como os diferentes tipos de
processos de fermentagao, levam a uma gama de bebidas fermentadas disponiveis nos mercados
de alimentos globais, como: a base de graos (cervejas, saqués e vinagres), vegetais (ales e
algumas cervejas), frutas (cidras, vinagres e aguardente), mel (hidromel), laticinios (bebidas de
kefir e iogurtes), chas (kombuchas) e soja (molhos de soja), que possuem propriedades
sensoriais distintas pelo fato de serem produzidos a partir de fontes alimentares locais e
preferéncia cultural (Xiang et. al, 2019).

Segundo Barghini (2018), as bebidas fermentadas, encontradas sob diversos nomes na
América do Sul, como cauim, chicha e caxiri, eram alimentos liquidos fermentados, altamente
nutritivos, desintoxicantes e com poder de prote¢do da flora intestinal. O autor ainda ressalta
que somente em situacdes excepcionais essas bebidas sofriam um processo de fermentagao mais
longo, adquirindo alto teor alcoolico.

As bebidas fermentadas de baixo teor alcodlico, ou nenhum, sdo capazes de promover
a saude, podendo estar associadas a prevengao de doengas, a exemplo das cardiovasculares,
canceres, disturbios gastrointestinais, algumas condi¢des alérgicas e intolerdncias alimentares
(Mozaffarian et. al, 2011; Eussen et. al, 2016; Marco et. al, 2017; Jayachandran e Xu, 2019).
Tais beneficios sdo atribuidos aos compostos bioativos, sintetizados pelos microrganismos
envolvidos na fermentacdo, como flavonoides, compostos fenolicos, antioxidantes e
antocianinas (Abaci et. al, 2022; Rosa et. al, 2023). Estes compostos tém despertado a ateng¢ao
da populacdo que busca maior qualidade de vida, e cuja preferéncia alimentar tem mudado
progressivamente ao aumentar a procura por bebidas menos alcoolicas, menos agucaradas e
mais saudéaveis (Nutakor et. a/, 2020 e Zion, 2020; Abaci et. al, 2022).

Shudong et. al (2022) avaliaram o potencial bioativo de bebida vegetal a base de
proteina de soja fermentada com Bacillus coagulans, isolado do repolho, e identificaram a
presenca de alguns dos principais metabolitos bioativos, incluindo o &cido 2-hidroxicinadmico,
D-Glucarato, L-triptofano, desoxicitidina, 4acido imidazol propidnico dentre outros. Neste
contexto, Santos et. al (2021) também avaliaram o potencial bioativo de bebida fermentada,
utilizando o maracujé para a fermentacao alcoolica, assim como sua aceitagdo sensorial, usando
escala hedonica hibrida de nove pontos (1= desgostei extremamente e 9= gostei extremamente),
e inten¢do de compra, em escala categorica de 5 pontos (1= certamente ndo compraria e 5 =
com certeza compraria). Os autores identificaram vinte € um compostos fenolicos, entre eles

acidos fenolicos, flavonois e estilbenos, atividade antioxidante promissora e a pontuacgao
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sensorial obtida foi muito satisfatéria, situando-se na categoria “gostei ligeiramente”, com
pontuagdo 6, e no teste de intengdo de compra com pontuacdo 4 (“possivelmente compraria”).

Aratjo et. al (2023) desenvolveram uma bebida nado lactea fermentada com kefir sabor
morango para prever o teor de compostos fenolicos, antioxidantes e antocianinas no produto
fermentado e comprovaram teores de compostos fenolicos de 0,85, 1,72 e 2,52 mg de acido
galico/100mL; antioxidantes de 0,67, 0,74 e 2,02 %; e antocianinas totais de 0,18, 0,89 e 3,11
mg de cianidina-3-glicosideo/100mL,

De acordo com a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) (2022), a
pesquisa anual de tendéncias realizada pela Tetra Pak no Brasil, na qual 2.300 individuos foram
ouvidos, constatou que mais da metade dos entrevistados (58%) aumentou o consumo de
produtos que refor¢cam o sistema imunologico, e outros 39% desejam fazer isso, e nesse cenario

os produtos lacteos fermentados representam 37% das preferéncias.

3.5.1 Bebidas fermentadas alcodlicas

Bebida fermentada alcoodlica é aquela obtida por processo de fermentacdo alcodlico,
com graduacao alcoolica acima de meio por cento em volume até cinquenta e quatro por cento
em volume, a vinte graus Celsius (Brasil, 1994). As bebidas fermentadas mais conhecidas
consistem em vinhos, cervejas e destilados, como a cachaca, que dentre as bebidas fermentadas
de teor alcoodlico, sem duvida ¢ uma das mais conhecidas no Brasil (Boscolo et. al, 2000; Nout,
2014; Silva et. al, 2020).

Os vinhos estdo entre as bebidas alcoolicas mais antigas conhecidas e sdo produzidos
pela fermentacao de suco de frutas (mais comumente a uva) por leveduras, que podem ser
adicionadas ou estar presentes naturalmente nas cascas das uvas. Elas fermentam os acticares
naturais do suco e produzem etanol e gas carbonico. O hidromel também ¢ uma bebida
fermentada alcoolica, e ¢ considerado um vinho feito a partir dos agucares no mel diluidos,
enquanto o saqué ¢ feito pela fermentacao do arroz (Nout, 2014 e Day et. al, 2016).

A cerveja ¢ a bebida fermentada resultante do mosto da cevada, preparada pela
maceracio do malte e adigio de lipulo, que contribui com uma desejavel nota amarga. E a
terceira bebida mais popular do mundo depois da dgua e do ch4, sendo o produto alcodlico mais
importante produzido em todo o mundo, com consumo global liderado pela China, seguida
pelos Estados Unidos e Brasil, embora o maior consumo per capita ocorra em paises europeus

como Republica Tcheca, Austria ou Alemanha, com mais de 100 litros por ano (Anderson et.
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al, 2009; Rivaroli et. al, 2021, Rodriguez et. al, 2022 e Gonzélez et. al, 2023). Sua fabrica¢ao
¢ baseada na acdo de enzimas e na atividade microbioldgica que ocorre durante o processo de
maltagem e fermentag¢ao do mosto, feita pela levedura Saccharomyces cerevisiae para converter
os acucares fermentaveis, como glicose, sacarose, maltose ¢ maltotriose em etanol e diéxido de
carbono, além disso as leveduras também geram uma gama de compostos aromaticos
(Bamforth, 2009 e Wauters et. al, 2022). O teor alcodlico de uma cerveja pode variar desde
0,05% nas chamadas cervejas sem alcool, até¢ 14,9% de alcool por volume, na cerveja suica
Samichlaus. Contudo, na maioria das cervejas mundialmente consumidas o teor de alcool fica
em torno de 5%, e as americanas em torno de 4% (Junior et. al, 2009).

Canakapalli (2019) desenvolveu uma cerveja artesanal de gengibre, ginger beer, e
analisou o microbioma da bebida fermentada para deteccdo de probiodticos e seguranca para
consumo humano. O tempo utilizado pelo autor para fermentacdo das bebidas foram, uma ,
duas e trés semanas, e foi constatado que os teores de alcool na bebida eram baixos, uma vez
que para o maior tempo de fermentagdo o teor maximo de alcool foi 0,65% v/v, quando
comparados a uma cerveja sem alcool que tem cerca de 0,5% v/v. Também, a presenga de
bactérias e leveduras foi bastante alta, com a presenca do género Trabulsiella, com potencial
probidtico, concluindo que a bebida ndo continha nenhum indicio que a fizesse parecer insegura
ao consumo humano.

As bebidas destiladas sdo bebidas fermentadas alcoolicas que evoluiram um pouco mais
tarde que o vinho e a cerveja. As primeiras bebidas destiladas eram derivadas de vinho e seu
teor alcodlico era baixo. Mais tarde, outras fontes, mais baratas que o vinho, foram testadas
incluindo cervejas derivadas de fontes fermentadas de carboidratos como trigo, centeio, e
bagaco de uva, o que levou ao desenvolvimento de uma série de destilados nacionais, como a
cachaga. (Day et.al, 2016).

Diversas bebidas alcoolicas de fontes variadas estdo sendo feitas e estudadas. An et. al
(2022) fizeram uma bebida fermentada de caqui e analisaram os compostos volateis na bebida
fresca e armazenada em diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C). Eles identificaram uma
diversidade de compostos ndo volateis e volateis tais como o etanol e 4lcool iso-amilico, que
foram os alcoois majoritarios. Os autores relatam que o teor alcoolico da bebida fermentada de
caqui foi maior no armazenamento do que na bebida fresca, devido a fermentacao continua da
levedura na bebida em temperaturas mais altas, resultando na transformagao continua do agucar
em alcool. A concentragdo aumentou de 11,98 para 12,64, 13,68 e 12,68% em volume, nas

temperaturas de 10, 20 e 30°C respectivamente.
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Almeida et. al (2020) estudaram uma bebida alcoolica de mangaba, variando o teor de
solidos soluveis (15° a 18° Brix) e concentragdo de levedura (20 a 30 g/L), resultando em teores
alcodlicos de 5,67% (para menor valor de solidos soliiveis e menor concentragao de leveduras),
5,43% (para menor valor de sé6lidos soliiveis e maior concentragao de leveduras) 7,30% (para
maior valor de s6lidos soluveis e menor concentracdo de leveduras) e 7,70% (para maior valor
de solidos soluveis e maior concentracdo de leveduras). Os autores concluiram a viabilidade
na elaboragdo de fermentados alcodlicos de mangaba, uma vez que todas as formulagdes
apresentaram contagem minima de micro-organismos nocivos a saude, com auséncia de
Salmonella spp. e valores menores que 3 NMP, na tabela do Nimero Mais Provavel, para
Coliformes a 35 e 45°C. Quanto a parte sensorial do estudo, feita em escala hedonica
estruturada de nove pontos, os autores revelaram bons resultados (médias superiores a 5: nao
gostei/ nem desgostei) para todos os pardmetros analisados e boa inten¢do de compra, com
média superior a 3 (talvez compraria/ talvez ndo compraria) em uma escala de 5 pontos.

Francesco et. al (2021) mostraram em seus estudos uma nova bebida fermentada
alcodlica que ¢ a fusdo da cerveja e do vinho, conhecida como Italian Grape Ale (IGA). Os
autores, ao analisarem 22 amostras de IGA’s, concluiram que a melhor estratégia para obter o
sabor entre o vinho e a cerveja foi a maturacdo em barricas de madeira associadas a fermentagao
espontanea. Estas bebidas possuem alto teor alcodlico, variando de 5,7 a 10,3% v/v, baixo
amargor e baixo pH, com valores menores que 4,1.

Székelyhidi et. al (2022) estudaram o efeito benéfico da dosagem de hortela-pimenta e
capim-limao sobre o teor de antioxidantes totais e polifendis durante a fermentagado alcodlica a
base de ervas, e relataram que a dosagem de capim-limdo aumentou 77,86% o teor de
antioxidantes e 70,98% o teor de polifendis ao final do processo fermentativo. Quanto a
dosagem de hortela-pimenta, o aumento foi de 72,80% no teor de antioxidantes e 72,05% de
polifenois. Os autores concluiram que a fermentagdo combinada com a dosagem de ervas pode
aumentar a biodisponibilidade de produtos funcionais e desenvolver novos alimentos com

potencial benéfico a saude populacional.

3.5.2 Bebidas fermentadas nao alcodlicas

A bebida fermentada nado alcoolica ¢ aquela com graduacao alcodlica até meio por cento
em volume, a vinte graus Celsius (Brasil, 1994). O desenvolvimento dessas bebidas tem
aumentado muito devido a boa aceitabilidade por consumidores de todas as idades e seus

beneficios a satide, uma vez que contém bioativos importantes com propriedades funcionais, e
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microrganismos com potencial probiotico (Derkyi et. a/, 2018; Bushan et. al, 2021; Brahma et.
al, 2022). As tendéncias globais de consumo de alimentos com propriedades funcionais foram
enfatizadas devido as mudangas socioecondmicas, o aumento da expectativa de vida média e a
demanda por melhor qualidade de vida com baixos gastos (Nazir et. al, 2019; Sknepnek et. al,
2021, Wu et. al, 2021 e Qiu et. al, 2023). O mercado de bebidas funcionais ¢ o mercado que
mais cresce entre todas as categorias de alimentos funcionais e estima-se que essas bebidas
correspondam a 40% de todas as demandas do consumidor até 2025 (Nazir et. al, 2019 e Tireki,
2021).

De acordo com Tireki (2021), as bebidas ndo alcodlicas tém impacto significativo na
economia global, com volume médio consumido de 109,5L por pessoa em 2020. O volume
desse mercado devera crescer mais de 6,8% ao ano e devera ser de 935.758,3 milhdes de litros
até 2025. Em func¢do da alta demanda, diversos estudos tém sido realizados acerca desses
produtos.

Pswarayi et. al (2022) mostraram em seus estudos que as bebidas fermentadas de cereais
néo alcodlicas, que sdo tradi¢do na dieta das comunidades rurais da Africa Oriental, Central e
Austral, obtidas através de mingau, sdo importantes para a saude e fazem parte da dieta basica
dessa populagdo. Estas bebidas contém Lactobacillus e leveduras.

As bebidas fermentadas nao alcodlicas a exemplo das bebidas de kefir e a kombucha,
ganharam muito espaco entre os consumidores pois, além de serem totalmente naturais sdao
bebidas gaseificadas de sabor apreciado que conferem propriedades probioticas, e sdo opgdes
para substituir os refrigerantes e bebidas artificiais comercializados atualmente (Waldherr et.al,
2010; Chakravorty et. al, 2016; Coelho et. al, 2020; Gonzalez et. al, 2021).

A kombucha ¢ uma bebida fermentada pelo SCOBY (Symbiotic Colony Of Bacteria and
Yeasts), um biofilme de celulose constituido de colonias simbioticas de diversas bactérias e
leveduras, enquanto as bebidas de kefir sdo fermentadas por granulos de polissacarideos
enriquecidos com esses microrganismos. Ambos servirdo como indculo a uma mistura de agua
e sacarose que, apoOs algumas horas de incubagao anaerdbia a temperatura ambiente, resultara
em bebidas efervescentes e turvas, levemente doce e de baixa acidez (Laureys, 2014; Mukadam
et. al, 2015 e 2016; Di Filippis et. al, 2018; Coelho et. al, 2020 e Moretti et. al, 2022). Essas
bebidas ganharam popularidade devido as alegagdes de efeitos terapéuticos contra uma série de
doengas e efeitos benéficos ja foram demostrados. (Yang et. al, 2009 e Bhattacharya et. a/, 2013
e Selvaraj et. al, 2023).

Diversos estudos exploram os beneficios dessas bebidas fermentadas ndo alcodlicas

assim como os microrganismos comumente encontrados. Liu et. a/ (2022) estudaram as
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propriedades funcionais e caracteristicas sensoriais de kombucha feito com substratos de ervas,
frutas, vegetais e algas. Os autores concluiram que a fermentacdo pode nao apenas diversificar
os produtos tradicionais de kombucha, sensorialmente, mas também aumentar a
bioacessibilidade dos bioativos e aumentar as atividades biologicas como antioxidante,
imunomodulador, antiproliferativo e antidiabético. Lazarolli e colaboradores (2023) avaliaram
a recuperacdo e valorizagdo de subprodutos da industria alimenticia através da aplicagdo de
folhas de oliveira na fabricagdo de cha de kombucha. Os autores conferiram amostras de
kombucha com maior atividade antioxidante, mais ricas em compostos bioativos e com teores
elevados de fenolicos totais, e concluiram que a presenca da folha de oliveira teve um impacto
significativo nas propriedades nutricionais e perfil sensorial da bebida.

Waldherr et. al (2010) identificaram as bactérias em grdos de kefir, que incluem
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Enterobacter spp., € Gluconobacter
spp., € as leveduras, que incluem Saccharomyces spp., Zygosaccharomyces spp., Hahsenaspora
spp., € Candida spp. Alraddadi et. al (2022), avaliaram as comunidades microbianas em graos
de kefir ao longo do tempo, e encontraram as bactérias Lactobacillus kefiranofaciens e
Lactococcus lactis, e as leveduras Torulaspora delbruekii € Kaz turicensis. Yilmaz et. al (2022)
estudaram bactérias lacticas derivadas de kefir em laticinios, em rela¢dao aos beneficios a saude.
Os autores concluiram que as bactérias acido lacticas compdem grande parte da microbiota do
kefir, sendo responsaveis por efeitos benéficos em relacao a doencgas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, modulacdo do sistema imunologico, dentre outros. Além disso, peptideos bioativos
e produtos metabdlicos do kefir mostraram resultados promissores como componentes
benéficos a saude (Antunes et. al, 2020 e Hamida et. al, 2021). Youn et. al (2022) em seus
estudos, relatam a bebida de kefir com efeitos antiobesidade, reducao de colesterol e efeitos
antidiabéticos. Yildiz et. a/ (2022) realizaram um estudo com o objetivo de esclarecer os
beneficios do kefir no processo de cicatrizagdo de feridas em camundongos e obtiveram
resultados positivos bastante satisfatorios sobre os fatores que desempenham papel na
cicatrizagdo de feridas, acelerando o processo de regeneracgao.

Muitas outras pesquisas vém sendo realizadas sobre o isolamento e caracterizacdo de
microrganismos fermentativos probidticos, bem como sua encapsulagdo para inicio a uma
cultura de fermentacdo (Véron et. al, 2017; Piraine et. al, 2022). Gonzalez et. al (2021),
isolaram a populagdo de leveduras presentes em beringela Almagro de duas fabricas diferentes
na Espanha, fermentadas naturalmente em solu¢do de salmoura e obtiveram contagens bastante
elevadas, 107 e 108 UFC/mL, para fabrica A e 10? para fabrica B. De um total de 380 isolados,

os autores identificaram apenas oito espécies diferentes como Pichia occidentalis,



27

Kazachstania exigua, Kazachstania unispora, Zygosaccharomyces baili, Candida ethanolica,
Pichia kudriavzevii, Issatchenkia orientalis e Pichia mashurica. Buatong et. al (2022) isolaram
e selecionaram bactérias acido lacticas de alimentos fermentados indigenas e tailandeses, para
rastrear cepas antimicrobianas e produtoras de antioxidantes para o uso como cultura inicial de
fermentagdo em bebidas funcionais de améndoa. Lactiplantibacillus plantarum foi a cepa
isolada selecionada pelos autores para aplicacdo no suco de améndoa, e foi considerada ideal
pois atendeu os padrdes exigidos para consumo de bebidas fermentadas, mostrando-se uma

cultura promissora para produgdo de bebida probiotica funcional.

3.5.3 Ginger ale

As bebidas de gengibre, as chamadas ginger ale, foram criadas pelo farmacéutico Jamer
Vernor, em Detroit — Michigan em 1890. Seu crescimento corporativo fez parte da historia de
Michigan, quando um farmacéutico inventou um refrigerante de gengibre exclusivo conhecido
como Detroit’s Drink (Ebner, 1919; Poremba, 2002; Rouch, 2003 e Fasoli et. al, 2012).

Ao cultivar os microrganismos naturais presentes no gengibre, via fermentacio
espontanea pela microflora natural, com nutrientes ¢ substratos apropriados, um ambiente
propicio ¢ criado para a sobrevivéncia desses microrganismos, uma combinacdo envolvendo
bactérias e leveduras dando inicio a um starter, ou cultura fermentativa, que podera ser utilizada
para fermentar outras solucdes e substratos desejaveis, conhecido como ginger bug (Katz, 2014;
Xiang et. al, 2019; Torres et. al, 2020; Pandey et. al, 2022; Sulistyarsi et.al, 2022). Este
processo de coleta da cultura selvagem do gengibre, para formacao do starter ginger bug, pode
durar aproximadamente 5 dias, de modo que o starter comega a produzir gas carbdnico e a
cultura fica bastante efervescente (Katz, 2014 e Sulistyarsi et.al, 2022).

A associagdo de leveduras e bactérias permite a utilizacdo de substratos em diferentes
vias metabolicas, resultando em uma variedade de compostos bioativos presentes na bebida,
como compostos fendlicos (Jakubczyk et. al, 2020; Kitwetcharoen et. al, 2023). As leveduras
e bactérias presentes hidrolisam a sacarose do meio em glicose e frutose através da enzima
invertase. A levedura produz etanol via glicolise utilizando frutose como substrato primario e
as bactérias do acido acético utilizam a glicose, para produzir acidos, como o gluconico, € o
etanol, produzido pela levedura, para produ¢do do 4cido acético (lactato) (Dufresne et. al,
2000). O acido acético ¢ o composto organico responsavel pelo sabor e aroma avinagrado

comumente associado as bebidas fermentadas, como na kombucha e ginger ale (Nguyen et. al,



28

2015). A Figura 3.1 mostra as possiveis vias metabolicas envolvidas no processo de producao

da bebida fermentada ginger ale.

Figura 3.1. Vias metabdlicas envolvidas no processo de produgdo da ginger ale
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Sulistyarsi et.al. (2022) produziram uma bebida fermentada de gengibre, ginger ale, a
partir de trés tipos de gengibre da Indonésia, com fermentacdo por sete dias a temperatura
ambiente. Eles desenvolveram a cultura selvagem, ginger bug, pelo processo em batelada nao
alimentada e determinaram a presenga de bactérias probidticas e compostos fendlicos contidos
na bebida fermentada, além de avalid-la sensorialmente. Os autores relataram a presenga de
bactérias probidticas incluindo Lactobacillus, Streptococcus € Micrococcus, além da presenga
de flavonas fenolicas, especialmente luteolina. Os valores de agucar redutor encontrados
variaram de 3,65, 6,34 ¢ 9,78% e pH de 3 e 4, para os diferentes tipos de gengibre utilizados.
Os autores encontraram na bebida niveis de alcool de 11,04, 12,31 e 14,8%, eles relatam ainda
a necessidade de conhecer mais profundamente a bebida para poder produzi-la com baixos, ou
nenhum, niveis de dlcool a ponto de atenderem criancas e idosos a fim de causarem efeitos
benéficos a satide. Quanto aos testes sensoriais, os autores constataram que a bebida com teor

de acticar redutor maior foi mais bem aceita, e reforcam a necessidade de se fazer mais estudos
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para desenvolver uma ginger ale, de fermentacdo natural, que possa ser apreciada pela
populagcdo em geral, desde criancas a adultos. Barghini et. al (2018) trazem em seus estudos
que as bebidas fermentadas que sofrem processo de fermentagao mais longo, adquirem alto teor
alcodlico.

Canakapalli (2019) analisou o microbioma da ginger beer artesanal, fermentada por
uma semana a temperatura ambiente com o ginger bug, feito em batelada alimentada, para
deteccao de probidticos e seguranca para consumo humano, e constatou na bebida teores de
alcool muito baixos, semelhantes a de uma cerveja sem alcool ou bebida fermentada nao
alcodlica, com valores de 0,65 ¢ 0,3% de alcool por volume. Constatou também a presenga de
leveduras e bactérias com potencial probidtico, como do género Lactococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium e Trabulsiella.

Baudar (2018) estudou a fermentacdo espontidnea de diversas frutas, vegetais e
hortalicas, para producao de bebidas fermentadas alcoodlicas e nao alcdolicas. Ele desenvolveu
o ginger bug, com alimentacdo continua do starter para bebida fermentada de fruta. O autor
relata ser uma bebida refrescante e com sabor agradavel, com potencial benéfico e muito
promissor a saude humana, devido a microrganismos probioticos presentes nela.

Katz (2014), em seus estudos com fermentagdo espontanea de frutas, vegetais e
hortalicas, desenvolveu o ginger bug para produgdo de diversas bebidas fermentadas, alcodlicas
ou ndo. O autor relata que a bebida fermentada com cultura de gengibre € bastante refrescante
e saborosa, como um refrigerante natural, e possui microrganismos benéficos bastante
promissores a saude humana. O autor cultivou e desenvolveu varias culturas selvagens para
fabricagdo de bebidas gaseificadas, obtendo sucesso em todas elas.

Adeniran et. al (2010) estudaram a atividade antimicrobiana de dois isolados de
probioticos bacterianos em bebidas a base de gengibre. Os autores verificaram que o gengibre
adicionado de probiotico, bebidas de gengibre com alho, bem como bebidas de gengibre sem

0s probidticos inibem o crescimento dos patogenos de origem alimentar.

3.6 Microrganismos fermentativos

Existem organismos que vivem em condi¢des de anaerobiose e, como tal, apenas
utilizam a via fermentativa para degradar as moléculas de piruvato, sdo exemplos disso as
bactérias e leveduras. Estes microrganismos sdo largamente utilizados nos processos
fermentativos, no entanto, as leveduras possuem maior destaque, sendo a espécie

Saccharomyces cerevisiae a mais conhecida (Nout et. al, 2014 e Day et. al, 2016).
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Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados e aerdbios. Todos sdo
heterotréficos, podendo ser saprofitos, parasitas ou simbiontes. Sdo divididos em dois grandes
grupos, os unicelulares, que sao as leveduras, e os pluricelulares, os bolores (Raven et. al citado
por Beux, 1995). J4 as bactérias fermentativas, mais comumente as bactérias acido lacticas, sao
seres procariontes e unicelulares que transformam, por hidrolise, os polimeros em monomeros,
e estes em acetato, hidrogénio, didxido de carbono, acidos organicos de cadeia curta,
aminoacidos e outros produtos. Ha ainda outro grupo de bactérias denominadas
acetogénicas, produtoras de hidrogénio, que dao continuidade a fermentacao iniciada pelas
primeiras bactérias fermentativas, convertendo os produtos gerados por elas (aminodacidos,
acucares, acidos organicos e alcoois) em acetato, hidrogénio e diéxido de carbono (Purves et.
al, 2003).

De acordo com Anton et. al (2016), ambientes com valores baixos de pH impedem o
crescimento da maioria dos residuos e organismos patogénicos, também favorece o crescimento

de leveduras e bactérias probioticas do acido lactico.

3.6.1 Leveduras

Para o desenvolvimento destes organismos € necessaria a presenga de nutrientes como
carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais. O pH ideal estd em torno de 4,5 a 5,0, embora
sobrevivam na faixa de 3,0 a 7,5. Quanto a temperatura, elas geralmente se desenvolvem entre
20° e 30°C e morrem a 45° ou 47°C. As leveduras sdo consideradas anaerobicas facultativas,
na presenca de oxigénio elas se desenvolvem mais rapidamente produzindo didxido de carbono
(CO») e agua (H20), e na auséncia elas crescem mais lentamente eliminando etanol, CO> e H0.
As leveduras mais comuns em alimentos e bebidas sdo: Saccharomyces cerevisiae,
Torulaspora, Candidas, Debaromyces e Mycoderma (Leitdo, 1988; Guzel-seydim et. al, 2000;
De Guidi et. al, 2023).

A Saccharomyces cerevisiae prevaleceu sozinha na maior parte do tempo na producao
de cervejas e vinhos, devido a alta aptidao fermentativa, sendo capaz de iniciar a fermentagao
e conclui-la sem ser afetada por condigdes ambientais variaveis e adversas, além da tolerancia
a altas concentracdes de alcool sem a producao de sabores desagradaveis (Regodon et. al 1997,
Pretorius, 2000 e Bonciani et. al 2016). No entanto, esse quadro comegou a mudar hé algumas
décadas, quando espécies de leveduras ndo convencionais exibiram seu potencial para
participacdo. Alguns exemplos dessas leveduras sdo Starmerella bacillaris, Lachancea

thermotolerans e Metschnikowia pulcherrima, que estdo sendo cada vez mais propostas como
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cultura alternativa a Saccharomyces cerevisiae devido a sua desejavel contribui¢do para o
processo de fermentacdo e caracteristicas sensoriais do vinho, por exemplo (Bonciani et. al,
2018; Camara et. al, 2019 e Gamero-Sandemetrio et. al, 2019).

Junior et. al (2021) avaliaram a capacidade de diferentes leveduras nao Saccharomyces
como Lachancea thermotolerans, Metshnikowia spp. e Starmerella bacillaris para produzir
compostos antioxidantes como o tiol na produgdo de vinhos, e relataram que as leveduras ndo
convencionais apresentaram boa capacidade de producao de tiol, principalmente a espécie
Metshnikowia spp com 4,59 nmol/mg célula, enquanto pela Saccharomyces o teor foi de 3,13
nmol/mg célula. Gamero-Sandemetrio et. al (2019) analisaram o desempenho, capacidade
fermentativa e resposta ao estresse oxidativo em varias espécies de leveduras ndo convencionais
para produgdo de vinho. Os autores relatam que as defesas oxidativas foram ineficientes em
espécies ndo convencionais, causando desempenho fermentativo inadequado para producao da
levedura seca ativa e que, em geral, as leveduras ndo convencionais apresentaram baixos
rendimentos de biomassa, exceto pela Candida stellata cujo desempenho foi quase 50%
superior ao da cepa controle de Saccharomyces cereviasie € a espécie Torulaspora delbrueckii

foi a que apresentou maior capacidade fermentativa.

3.6.2 Bactérias acéticas e lacticas

As bactérias acéticas sdo responsaveis pela transformagdo do alcool em acido acético, na
fermentacdo acética, conferindo o gosto caracteristico de vinagre ao produto. Elas pertencem a
familia Pseudomonodaceae; aos géneros Acetobacter e Gluconobacter. As principais espécies
de bactérias acéticas sdo: Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter xylinum,
Acetobacter schiitzenbachii e Gluconobacter oxydans. (EMBRAPA, 2003). As principais
espécies de Acetobacter, utilizadas na produgdo de vinagre, apresentam-se nas formas de
bastonetes e cocos, formando correntes e filamentos. Em relagdo a temperatura, o melhor
rendimento € obtido entre 25°C e 30°C, embora suportem temperatura minima de 4°C a 5°C e
maxima de 43°C. No entanto temperaturas inferiores a 15°C e superiores a 35°C tornam a
fermentagdo acética muito lenta, pois reduzem a atividade bacteriana. Quanto ao alcool, a maior
parte das espécies suportam até 11,0% v/v. Em relagdo ao 4cido acético, as bactérias acéticas

geralmente suportam até 10,0% (EMBRAPA, 2003; Gullo & Giudici, 2008).

Segundo Ben Hammouda et. al (2021), as bactérias do acido acético, semelhantes as

bactérias do acido lactico, que sdo classificadas como probioticos, produzem uma variedade de
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compostos, incluindo acidos organicos, compostos antimicrobianos e vitaminas. A propriedade
pro-saude das bactérias acéticas também tem aplicacdo em compostos relevantes para a
industria alimenticia, além da sintese de acidos organicos sdao capazes de sintetizar miglitol,
um medicamento antidiabético, exopolissacarideos, celulose bacteriana e acetano (Lynch ez al.,
2019; Shinjoh & Toyama, 2016; Taban & Saichana, 2017; Neffe-Skocinska ez. al, 2023).

Quanto as bactérias lacticas, ou acido-lacticas, constituem um grupo de bactérias gram-
positivas unidas por caracteristicas morfologicas, metabolicas e fisiologicas. A descri¢ao geral
das bactérias incluidas no grupo sdo organismos procariontes, unicelulares, cocos ou bacilos,
gram-positivos ndo esporulados e ndo respiratdrios, que produzem acido lactico como principal
produto durante a fermentacao de carboidratos (Carr et. al, 2002; Axelsson, 2004; Vazquez et.
al, 2009). Os principais géneros de bactérias acido-lacticas sdo Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, Aerococcus € Bifidobacterium. Além
disso, as bactérias lacticas sao tolerantes ao acido sendo capazes de crescer em valores de pH
baixos, de 3,2, e altos, de 9,6, porém o valor 6timo de pH esta entre 4 ¢ 4,5, permitindo-lhes
sobreviver naturalmente em ambientes mais acidos, onde outras bactérias ndo suportariam
(Carr et. al, 2002 ¢ Axelsson, 2004).

As bactérias lacticas sdo, também, responsaveis pela melhoria da qualidade e da
seguranca dos alimentos onde se encontram incluidas, devido as suas propriedades
antimicrobianas e probioticas. Elas possuem a capacidade de inibir o crescimento de outros
microrganismos por produzirem as bacteriocinas, que sao proteinas ou complexos de proteinas
com atividade antibidtica, produzidas por determinadas linhagens de bactérias lacticas com
capacidade de inibi¢do de crescimento de outras bactérias indesejaveis. Outro fator envolvido
nesta inibi¢do € a producao de acido lactico e, em alguns casos, acido acético, que leva a uma
diminui¢do do pH do meio; muitos microrganismos ndo conseguem crescer em condi¢cdes de
baixo pH, sendo por isso inibidos na presen¢a destas bactérias (Raspor e Goranovi¢, 2008 e
Vézquez et. al, 2009).

Muitas das bactérias acido lacticas sdo designadas de probidticas, definidas como
organismos vivos que apos ingestdo numa certa quantidade, conferem ao hospedeiro beneficios
a saude, como a inibi¢do de agentes patogé€nicos entéricos, alivio de prisao de ventre e de
diarreias, estimulacdo do sistema imune, reducao do colesterol, entre varios outros (Barboza et.
al, 2004; Ouwehand et. al, 2004; Adeniran et. al, 2010).

Contudo, para uma determinada estirpe bacteriana ser considera probidtica, tem que
completar uma série de critérios, tais como: 1) ser de origem humana; ii) sobreviver a passagem

pelo trato intestinal; iii) aderir as células da mucosa intestinal; iv) possuir boas propriedades
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tecnoldgicas; v) ser segura, tanto para uso clinico como alimentar; vi) ter efeitos benéficos
comprovados na saide do seu hospedeiro; vii) produzir substincias antimicrobianas; e viii)
permanecer viavel apos o processamento (Adeniran et. al, 2010)

Hossain et. al (2023) estudaram a fermentacdo simbidtica de bactérias lacticas e
Acetobacter orientalis destinada a producdo de iogurte enriquecido com acido lactobidnico,
com 1% de bactérias lacticas e variando de 10, 15 € 20% de A. orientalis. Os autores relataram
que o nivel de inoculagdo de A. orientalis foi o principal regulador para a producao de acido
lactobionico no iogurte e sugerem a inoculacao de 20% do microrganismo, que confere diversos
beneficios a saude.

Jiet. al (2023) analisaram a influéncia da fermentag@o das bactérias laticas no aroma e
composi¢ao funcional do suco de maga usando Lactobacillus reuteri, e relataram a presenca de
54 substancias aromaticas, como alcoois e ésteres que afetaram de forma positiva o aroma da
bebida apos a fermentacdo. O teor de acidos organicos como acido succinico, tartarico, malico
e piruvico afetou o sabor, e o contetdo de polifendis aumentou, como acido galico e acido
protocatecuico, aumentando a capacidade antioxidante e funcionalidade da bebida apos a

fermentagdo pela bactéria.

3.7 Fontes vegetais de microrganismos

O isolamento de leveduras de ambientes e fontes naturais € realizado desde o inicio do
século XX e as plantas sdo consideradas os nichos mais comuns. Caracteristicas como a
temperatura, pH, oxigénio e a atividade de agua refletem seu o crescimento e sobrevivéncia
(Dennis e Buhagiar, 1980).

A quimica dos hospedeiros representa um importante papel na distribuicao das espécies
de leveduras na natureza, sendo que as frutas, devido ao seu processo natural de deterioragao,
sdao consideradas excelente habitat para estes microrganismos. Dessa forma as espécies que
primeiramente colonizam os frutos maduros, ou em inicio de deterioracdo, sdo caracterizados
pelo rapido crescimento de microrganismos como Kloeckera, Hanseniaspora e
Saccharomycodes (Lachance e Starmer, 1998).

Prada e Pagnocca (1997) realizaram um levantamento de leveduras existentes em frutos
nativos da Mata Atlantica. O trabalho mostrou a predominancia de alguns géneros como
Candida e Kloeckera. Em um estudo realizado por Fernandes (2008) foram identificadas as
leveduras Candida quercitrusa, Candida pseudointermedia, Pichia guilliermondii e

Hanseniaspora uvarum isoladas de abacaxi, banana, mag¢a, manga, mamao, péssego € uva.
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Resultado semelhante obtiveram Rao et. a/ (2008) ao isolar leveduras do mamao, uva, morango,
figo, manga, banana e goiaba, onde os géneros Candida ¢ Pichia foram mais frequentes, e
Kluyveromyces, Issatchenkia, Clavispora, Debaryomyces, Metschnikowia, Rhodotorula e
Cryptococcus em menor numero. Pichia cecembensis foi isolada do mamao papaia por Bhadra
et. al (2007).

Segundo Inacio et. al (2002), no filoplano predominam as leveduras de afinidade
basidiomiceta, que sdao caracterizados como fungos que produzem esporos, em particular do
género Erythrobasidium e Rhodotorula. Os géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula e
Debaryomyces sao encontrados nas aguas doces e salgadas. No solo sdo frequentemente
encontrados Lipomyces e Schwanniomyces. Quanto as flores e frutos, as espécies
Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata e Metshnikowia spp. sdo encontradas com
frequencia (Nagahama et. al, 2001; Tortora et. al, 2005).

Os géneros e espécies de leveduras que se desenvolvem em determinado habitat,
dependem da composi¢do do substrato presente nele, por consequéncia produzem diferentes
concentragdes de metabolitos. Dessa forma, a busca por leveduras desconhecidas ¢ constante,
pois novas estirpes podem transferir caracteristicas sensoriais unicas, melhorando a qualidade
final do produto (Dennis e Buhagiar, 1980; Schmidell, ez. al., 2001).

As hortalicas, frutas e raizes possuem uma populagdo microbiana cuja composicao
depende das caracteristicas de cada matriz vegetal, assim como sua origem geografica. Essa
microbiota ¢ composta principalmente por microrganismos benéficos incluindo as leveduras
(Sccharomyces, Pichia, Candida), bactérias aerobicas (Bacillues spp. e Acetobacter spp.), que
sdo responsaveis pela fermentagao espontanea de frutas e vegetais crus (Torres et. al, 2020).

Essa microbiota pode atuar como uma cultura para fermentagdo. Os produtos
fermentados de forma artesanal utilizando cultura selvagem, que se desenvolvem de forma
espontanea, podem apresentar propriedades sensoriais unicas as quais estdo relacionadas a
participacdo da microbiota nativa. Esse fato pode atribuir alto valor agregado e vantagem
competitiva mercadologica em bebidas fermentadas como, kefir, kombucha e ginger ale

(Poremba, 2002; Rouch, 2003; Torres et. al, 2020)

3.7.1 Gengibre

Zingiber officinale ¢ uma planta herbacea de rizoma perene constituida de agua,

proteina, carboidrato, célcio, fosforo, ferro, vitaminas, 6leos essenciais e fendis (gingerol e

derivados), os quais lhe proporcionam sabor caracteristico € importancia terapéutica ja
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comprovada em experimentos cientificos, dentre as quais citam-se atividades anti-inflamatoria,
antiemética, anti-mutagénica, antiilcera, hipoglicémica e antibacteriana (Girardi e Pescador,
2010; Sen e Chakraborty, 2017; Srinivasan et. al, 2017; Yu et. al, 2022, Nutakor et. al, 2020).

Srinivasan et. al (2017) relata a acdo estimulante digestiva do gengibre devido a
capacidade estimuladora da produc¢ao de acidos biliares pelo figado, assim como outras enzimas
digestivas. Além dos beneficios do trato intestinal, outros beneficios do gengibre sdo relatados,
como efeitos antiobesidade e cardioprotetores, efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios a até
prevencao do cancer (Nutakor et. al, 2020). Silva et. al (2012) descreveram a otimizagao do
isolamento e purificacdo de gingerdis e observaram atividades antiproliferativas contra células
tumorais, sugerindo um modelo importante para producdo de medicamentos, para o tratamento
contra o cancer.

O gengibre ¢ utilizado no oriente hd mais de 2000 anos com fun¢do expectorante e
afrodisiaca, havendo referéncias nos séculos XII a XIV. Considerado tdo popular quanto a
pimenta do reino, foi introduzido na América logo apds o descobrimento e, atualmente, possui
prognéstico promissor em fungdo do aumento da area de cultivo nos principais paises
produtores (Negrelle et. al, 2005; Girardi e Pescador, 2010).

O rizoma ¢ nativo da Asia, porém a China ¢ o principal pais produtor e exportador de
gengibre do mundo, com producao meédia anual de 511.902,3 toneladas de 2010 a 2019, e
volume médio anual de exportacao de 492.300 toneladas (Ravindran e Badu, 2005; Li et. al,
2019; Nutakor et. al, 2020; Yu et. al, 2022; He et. al, 2023).

De acordo com a FAO (Food Agricultural Organization) (2019), a producao mundial
de gengibre aumentou de 1.581.506 t (tonelada métrica) em 2007 para 2.156.453 t em 2014. Os
dez principais paises produtores sdo a ndia, China, Nepal, Indonésia, Tailandia, Bangladesh,
Japao, Nigéria Camardes e Taiwan, sendo a China e a India a lideranga da produgdo mundial
de gengibre fresco, com uma participagdo de 30% e 19%, respectivamente. A producdo mundial
da raiz aumentou a uma taxa anual de 3,5% durante o periodo de sete anos e todos os dez
principais paises produtores, exceto a Nigéria, exibiram uma taxa de crescimento positiva. O
Brasil ja esteve no ranking nos anos 2000 e se encontrava entre os trés principais paises
exportadores de gengibre, e ocupava o terceiro lugar de maior exportador de gengibre seco,
chegava a exportar mais de 6000 toneladas métricas. Nos tempos atuais, o Brasil ndo se destaca
mundialmente nas exportagdes de gengibre, seu cultivo ocorre principalmente no estado do
Parand, ocupando uma érea de 100 hectares. Os produtores relatam que a principal causa das
reducdes de areas ocupadas com gengibre ocorrem devido a auséncia de “tecnologias limpas”

nas lavouras (Almeida et. al, 2007; Elpo et. al, 2009).
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Nos ultimos anos, muitos novos estudos tém sido feitos com o gengibre assim como a
elaboracdo de alimentos com a alegagdo de proporcionar beneficios a saude, como atividade
antioxidante, agdo antimicrobiana e atividade probidtica. Ivane et. al (2024) identificaram os
principais polifendis no extrato da casca do gengibre e avaliaram seu impacto na vida util de
hamburgueres bovinos refrigerados ao longo de oito dias, eles verificaram que a adi¢do em 3%
do extrato nos hamburgueres teve um efeito positivo na estabilidade proteica e lipidica, bem
como melhorou as propriedades antioxidantes durante o armazenamento. Xiong et. al (2024)
fizeram kombucha de alcacuz e gengibre para avaliagdio com base nas capacidades
antioxidantes, composto fendlicos e qualidade sensorial, e constataram que as bebidas
apresentaram forte capacidade antioxidante e alto teor fenolico em comparagdo com a
kombucha tradicional. Ghasemzadeh et. al (2010), ao estudarem a atividade antioxidante,
compostos fendlicos e flavonoides em duas variedades de gengibre concluiram que o Zingiber
officinale possui uma alta capacidade de combate ao estresse oxidativo. Enquanto Onyeagba et.
al (2004) comprovaram, in vitro, a inibi¢do do crescimento de algumas bactérias patogénicas,
ou seja, a agdo antimicrobiana presente no gengibre.

No gengibre estdo naturalmente presentes microrganismos, assim como as plantas e
outras espécies vegetais, com uma populacdo microbiana propria, dominante e constante,
responsavel pela fermentagdo espontanea de frutas e vegetais crus (Pennacchia et. al, 2008, Di
Cagno, 2013).

Leonel et. al (2005) verificaram a composi¢do quimica do rizoma do gengibre e
concluiram que sdo constituidos por 84,37% de umidade, 1,17% de proteina, 0,86% de lipideos,
0,93% de fibras, 0,96% de cinzas, 11,42% de amido e 0,34% de agucares. O conteudo de amido
presente possibilita a utilizagdo do rizoma na industria de bebidas destiladas e fermentadas.
Portanto, os rizomas sdo uma matéria-prima interessante para o processo de hidrolise e
sacarificagdo para obten¢do de aglicares fermentesciveis. Além disso, o amido presente na sua
composicdo pode ser utilizado como substrato para o desenvolvimento de fungos, que podem
ser isolados e analisados para uso na produgao de bebidas fermentadas.

Lucio et. al (2009) caracterizaram genericamente o gengibre e constataram a presenga
de fungos, bolores e leveduras. Entretanto, ndo identificaram a quais géneros e espécies
pertenciam. Os estudos cientificos em que sdo isoladas e identificadas as leveduras do gengibre
sd0 escassos, mas ao analisar sua composicdo quimica pode-se observar que apresenta
condi¢des adequadas, enquanto substrato, para o desenvolvimento de microrganismos.

Chen et. al (2023) estudaram os efeitos da fermentacdo natural e da fermentacao por

inoculagdo nas substancias aromaticas volateis das conservas de gengibre e relataram que 55 e
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51 compostos volateis foram detectados nas amostras de fermentagao natural e fermentacao por
Lactiplantibacillus plantarum, respectivamente, como alcenos, alcoois, aldeidos e ésteres, em
ambos os gengibres fermentados. Os autores detectaram também 40 e 43 géneros bacterianos
nos gengibres naturalmente fermentados e fermentados por inoculacdo, respectivamente,
incluindo 15 géneros bacterianos principais como Lactobacillus, eles relatam ainda que a
abundancia dé géneros bacterianos no gengibre inoculado ¢ maior quando comparado ao de

fermentac¢do natural, provocando assim melhoria de compostos volateis de sabor.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Unidade experimental

A unidade experimental utilizada consistiu em reatores de vidro, reator 1, e garrafas de
polietileno tereftalato (PET), reator 2. O reator 1 consistiu em um recipiente de vidro, com
capacidade para 3 litros, para a producao das culturas fermentativas, recoberto com tecido
organza e ajustado com elastico na parte superior, para a realizacao da fermentagao aerdbia. O
reator 2 consistiu em garrafas PET, devidamente esterilizadas com acido peracético a 0,2% em
imersdo por 30 minutos, com capacidade de 500 mL para o processo de fermentacdo da bebida
final. O volume Uutil (grau de enchimento) dos reatores para fermentagao da bebida foi de 90%,
totalizando 400 mL. As garrafas foram fechadas hermeticamente e conduzidas a incubadora
para fermentacdo.

Os reatores 1 e 2 estdo representados na Figura 4.2 (Dourado, 2017). As fermentagdes
foram realizadas em incubadora BOD (marca MYLABOR + SS), para controle de temperatura,
a 28°C+2°C. Os experimentos foram conduzidos em triplicata nos Laboratorios de Fisico-
quimica e Analise Sensorial do curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de

Uberlandia, campus Patos de Minas.


https://www.lojanetlab.com.br/mylabor-ss
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Figura 4.2 - Recipiente de vidro, para fermentagdo dos starters, e garrafa PET, para

fermentagdo das bebidas, reatores 1 (a) e 2 (b), respectivamente.

b)/@\

Fonte: Autora

4.1.2 Reagentes e substratos

Os gengibres foram adquiridos no comércio local de Patos de Minas, junto a produtores
de gengibre organico, livre de agrotoxicos, para garantir a microbiota natural. Os rizomas foram
limpos com escova de cerdas e enxaguados somente com dgua corrente para retirada das
sujidades maiores e ndo comprometimento da microbiota natural do gengibre, para a
fermentagdo posterior. Apds a higieniza¢do, os gengibres foram secos em papel toalha e
armazenados sob refrigeracdo até sua utilizacdo.

O suco de limao, da variedade Taiti, e a sacarose, acucar cristal comercial, foram
utilizados como substratos e adquiridos no comércio local de Patos de Minas. Todos os outros

reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Meétodos

4.2.1 Experimento preliminar do starter de gengibre - Ginger bug

Para o preparo do ginger bug, foram avaliadas 4 metodologias disponiveis na literatura.
Inicialmente, os gengibres foram picados com o auxilio de um cortador manual, colocados no
reator 1, com capacidade para 3 litros, e fechados com tecido organza para a respiragdo. A
solucdo adicionada variou em concentragdes de sacarose, agua e gengibre, conforme cada
metodologia empregada. Foi avaliada a influéncia das condi¢des iniciais de substrato para a

formacdo do starter. Na tabela 4.1 estdo descritas as metodologias adotadas.
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Tabela 4.1 - Metodologias adotadas nos preparos das cuturas de fermentacao.

Metodologia Condicoes Iniciais Alimentacio Tempo (dias)
40g gengibre
Canakapalli o ‘
40g sacarose diaria (13g gengibre; 28g sacarose) 4
(2019)
950mL 4gua
22g gengibre
Sulistyarsi et. al
28g sacarose - 4
(2022)
500mL 4gua
50g gengibre

2 vezes na semana (15g gengibre, 12g
Baudar (2018) 100g sacarose 7
sacarose e 15 mL agua)

500mL 4gua

Katz 50g gengibre
(2014) 100g sacarose diaria (25g gengibre e 25g sacarose) 7

500mL 4gua

A formacdo de gas carbonico nos starters foi percebida visualmente, ao analisar de
forma qualitativa a fermentagdo. O acompanhamento dos starters foi realizado diariamente com
amostras destrutivas, ou seja, uma amostra foi designada somente para o dia de analise sem
comprometer o volume da amostra final. Ao final do processo as amostras foram retiradas para
analises microbioldgicas e fisico-quimicas. O numero de colonias formadas, a formagado de gas
carbonico observada e a quantidade de alcool formado, foram os indicadores escolhidos para

qualificagdo do melhor starter para uso posterior.

4.2.2 Producgdo da bebida fermentada - Ginger ale

Para a bebida fermentada foi utilizado o reator 2, as garrafas PET de 500 mL
devidamente higienizadas. As garrafas foram preenchidas com o suco dos limdes, utilizando
agua filtrada e sacarose, e o ginger bug, que foi preparado anteriormente como cultura
iniciadora, completando o volume de 90% da garrafa. Para o preparo do suco foi utilizado
17,5% de limao, 8,5% de agucar sob o volume do substrato e o indculo a 10% sob o volume
total de suco preparado, baseando-se nas propor¢des utilizadas por Canakapalli (2019) e
Sulistyarsi et. al (2022), que testaram a qualidade da bebida fermentada de gengibre, e
Velicanski et. al (2013), que analisaram as caracteristicas da fermentacdo de kombucha com

ervas medicinais. As garrafas preenchidas foram levadas a incubadora a 28°C+2°C com
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monitoramento de pressdo, controlada por mandmetro, e fermentadas por trés e cinco dias, para
posteriores analises microbiologicas e fisico-quimicas. As andlises fisico-quimicas foram
repetidas apos 30 dias de armazenamento das bebidas sob refrigeragcdo a 5°C, para
acompanhamento e vida util. A Figura 4.3 mostra o fluxograma das etapas para producao da

ginger ale.

Figura 4.3 - Etapas do processo de produc¢do da ginger ale: a) Preparo dos starters; b) Preparo

do substrato; ¢) Preparo da bebida fermentada.

a)| Preparo dos Starters | b)| Preparo do Substrato | c) | Preparo da Bebida Fermentada

EE

Gengibre Agua Sacarose Limao Agua Sacarose

¥ \?
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‘ i\‘w:” Q\C)V (\,JH @‘J [‘Q

Culturas de fermentacao Bebida de limao

Engarrafamento da Bebida

Fonte: Autora
4.2.3 Anadlise de pressao no reator 2 - Garrafas PET

A pressao nas garrafas foi medida com um mandmetro de baixa pressao marca HBS de
52 mm, recomendado para uso em garrafas PET e PET growler, com pressao méaxima de 5 bar,
representado na Figura 4.4.

O manodmetro foi introduzido no gargalo de um reator (garrafa) contendo a bebida para
verificacdo e quantificagdo da pressao nos tempos determinados. De forma qualitativa a pressao

também foi avaliada, segundo Katz (2014), pelo manuseio da garrafa. Quando esta apresentasse
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aspecto rigido a pressdo com os dedos, a fermentagao no interior do reator era considerada alta,

atingindo o apice, para posterior refrigeracao.

Figura 4.4 - Mandmetro de baixa pressao utilizado no reator 2.

/2
&

Fonte: Autora

4.2.4 Anadlises microbiologicas

As andlises microbiologicas foram realizadas nas culturas starters (durante todos os dias
de fermentagdo) e na bebida final, a fim de avaliar o crescimento microbiano, tanto na produgao
do starter como na bebida fermentada. Foi avaliada também a qualidade higiénico sanitéria do
produto, com andlises de Coliformes e Salmonella, além da verificagdo da presenca de
probiodticos, terceirizada pelo laboratorio credenciado na cidade de Patos de Minas, Celasa -
Andlises e Consultoria Ambiental. Todas as anélises microbiologicas foram realizadas em

duplicata.

4.2.4.1 Culturas fermentadoras — Starters.

Foi realizado o acompanhamento do crescimento de bactérias, bolores e leveduras das
culturas, que sdo responsaveis pela fermentagdo da bebida, para escolha da metodologia que
fosse eficaz e vidvel para a sua produgdo. O plaqueamento foi feito nas dilui¢des 10°até 10® e
a contagem foi feita apenas nas placas que apresentaram leitura. Foram feitas dilui¢des seriadas
das amostras da fase liquida do ginger bug em agua peptonada 0,1%, e o plaqueamento
realizado por spread plate, para bactérias, € pour plate, para fungos (Power e Johnson, 2009)

Para a contagem bacteriana foi utilizado o meio PCA (Plate Count Agar), 20g/L, que ¢é

um meio sugerido pelo Manual Difco & BBL para contagem total de bactérias aerdbicas e
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anaerobicas em produtos alimenticios. A temperatura de incubagdo foi de 35°C+ 2°C, por 24h,
até 48h, para certificagdo do desenvolvimento microbiano (Power e Johnson, 2009).

Para a contagem fungica, bolores e leveduras, foi preparado o meio PDA (Potato
Dextrose Agar) utilizando como substrato batatas inglesas, agar e glicose nas quantidades 250,
15 e 20g/L, respectivamente, em agua deionizada. Esse meio, de uso geral para leveduras e
bolores, foi suplementado com acido tartarico estéril a 10% para inibir o crescimento de
bactérias com a diminui¢do do pH do meio para aproximadamente 3,5. A temperatura de

incubagao foi de 27°C £2°C, por 7 dias (Power e Johnson, 2009)

4.2.4.2 Culturas da bebida fermentada

Foram realizadas analises do crescimento microbioldgico para a bebida fermentada,
bactérias, bolores e fungos, conforme item 4.2.4.1. Para avaliar a qualidade higiénico sanitaria
do produto elaborado, foram feitas as analises de Coliformes totais, Coliformes a 45°C, e
Salmonella, seguindo a Instru¢do Normativa IN n® 161/22 (Brasil, 2001; Power e Johnson,
2009). Nessa normativa as bebidas devem obedecer ao seguinte padrao: bactérias do grupo
Coliformes a 45°C, maximo de 10 NMP/mL e Salmonella, auséncia em 25 g. Foi realizada,
também, a andlise para a verificagdo da presenca de probioticos, terceirizada pelo laboratério
Celasa - Analises e Consultoria Ambiental. As bactérias quantificadas pela empresa foram
Lactobacillus e Streptococcus, pelos métodos APHA de 2014 e ISO 6888-1 de 2016,
respectivamente, devido a capacidade de atendimento do laboratorio.

Para os Coliformes foi utilizada a técnica de tubos multiplos, para estimativa da
densidade de bactérias do grupo Coliformes por nimero mais provavel (NMP). Para execugao
do teste, sdo feitos dois ensaios, o presuntivo e o confirmativo. O ensaio presuntivo consiste na
semeadura de volumes determinados da amostra em séries de tubos de Caldo Lauril Triptose
(CLT) com purpura de bromocresol, que sdo incubados a 35 + 0,5°C, durante 24-48 horas,
ocorrendo um enriquecimento de organismos fermentadores da lactose. A acidificagdo, com ou
sem producdo de gas, decorrente da fermentacdo da lactose contida no meio de cultura
empregado nesse ensaio € prova presuntiva positiva para a presenga de bactérias do grupo
Coliformes. O ensaio confirmativo consiste na transferéncia de cada cultura com resultado
presuntivo positivo para Caldo Lactosado com Verde Brilhante e Bile a 2% (CLVBB), sendo a
incubacdo efetuada também a 35 £ 0,5°C, durante 48 horas. A producdo de gas a partir da
fermentagdo da lactose neste meio € prova confirmativa positiva para a presenca de bactérias

do grupo Coliformes. Esta etapa do exame reduz a possibilidade de ocorréncia de resultados


https://nutrisafety.com.br/wp-content/uploads/2022/07/Instru%C3%A7%C3%A3o-Normativa-IN-n%C2%BA-161-de-01-de-julho-de-2022.pdf
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falsos-positivos, decorrentes da atividade de bactérias esporuladas e de bactérias Gram-
positivas fermentadoras da lactose (USEPA, 2005; CETESB-ANA, 2011).

Para andlise de Salmonella spp. foi feito o teste Reaveal® 2.0, um método efetivo
testado de desempenho da AOAC Research Institute para deteccdo de Salmonella, que consiste
em fitas para comparagdo de positivo ou negativo. Para o método foi necessario o
enriquecimento da amostra em caldo seletivo para Salmonella, caldo Rappaport Vassiliadis, 0,1
mL de amostra em tubo contendo 5 mL do caldo e incubacdo a 41+0,5°C por 24 horas. Para a
leitura, as amostras foram colocadas em tubos contendo 200nL de agua peptonada para inser¢ao
da fita, e o resultado foi obtido apds 15 minutos. Foi feito um teste Controle de Salmonella e
com Escherichia coli para verificagdo, como mostra a Figura 4.5. Duas tiras representam o
controle indicando a presenga da Salmonella (positivo) e uma tira indica auséncia de Salmonella

(negativo).

Figura 4.5 - Teste de Escherichia coli e Controle de Salmonella.

Fonte: Autora

4.2.5 Analises fisico-quimicas

Todas as andlises fisico-quimicas descritas nos itens abaixo foram realizadas para a
bebida fermentada, o produto. Para as culturas starters foram feitas as analises de acidez, pH,

etanol, agucares e acidos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.



44

4.2.5.1 Acidez titulavel e pH

As analises de acidez titulavel foram realizadas de acordo com o método titulométrico
da A.O.A.C. (1995). As amostras foram tituladas com NaOH 0,1 N, padronizado, até o ponto
de viragem, utilizando a fenolftaleina como indicador.

Foi retirada uma aliquota de 5 mL da amostra descarbonatada, em agitador, e colocado
em frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo 10 mL de agua destilada. Foi adicionado 0,5 mL
de fenolftaleina e titulado com solucao de hidroxido de sodio 0,1N padronizada, até a coloragdo

rosea persistente. O calculo da acidez total € descrito pela Equagao 4.1.

nxfxNx1000

> = Acidez em meq/L 4.1)

Na equagao, “n” € o volume de solugdo de hidroxido de sodio gasto na titulagio; “f” o
fator de corre¢do da solucgdo de hidréxido de sddio; “N” a normalidade da solugdo de hidroxido
de sodio e “V” o volume da amostra.

As medidas de pH foram efetuadas por leitura direta em pHmetro, previamente
calibrado, por meio da inser¢do do eletrodo na amostra, seguindo a metodologia A.O.A.C.

(1995).

4.2.5.2 Solidos Soluaveis

Para analisar os so6lidos soluveis presentes nas bebidas foi utilizado um refratometro
optico manual (Edutec, EEQ9029, Brasil) para leitura direta, seguindo a metodologia das
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Foram transferidas 3 gotas da amostra
homogeneizada para o prisma do refratdmetro e apdés um minuto foi realizada a leitura

diretamente na escala °Brix.

4.2.5.3 Determinagao de agucares, etanol, acidos latico, acético e citrico

Os agtcares, etanol e os acidos latico, acético e citrico foram quantificados pelo método
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O modelo do equipamento ¢ da marca
Shimadzu, modelo Prominece LC - 20AT, com bomba modelo CTO - 20A, com forno modelo
LC - 20AT e um sistema de injegdo acoplado a um detector de indice de refracdo. As

concentragoes de acucar e etanol foram determinadas usando um detector de indice de refragao,
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enquanto os acidos foram detectados usando um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) a 210
nm. Foi utilizada a coluna analitica Supelco C610H 30cm x 7,8mm para os experimentos. A
elui¢do das amostras foi feita no modo isocratico, utilizando uma solugao de acido fosforico a
0,1% e vazdo de 0,5 mL min™'. A temperatura do forno foi fixada em 32°C. As curvas de
calibragdo foram obtidas com os padrdes analiticos de grau cromatografico para cada
componente. Os pardmetros cromatograficos foram definidos de acordo com os modelos ja

estabelecidos no laboratério didatico de Engenharia de Alimentos.

4.2.5.4 Compostos Fenolicos Totais

Para a determinagdo do teor de fendlicos totais das bebidas utilizou-se o método de
Folin-Ciocalteau com modificagdes (Singleton er. al, 1999 e Rodrigues et. al, 2022).
Transferiu-se 0,5 mL de amostra para os tubos de ensaio que foram adicionados de 2,5 mL de
Follin-Ciocalteau a 10% m/v. Os tubos foram agitados e mantidos no escuro por 3 minutos.
Apos esse tempo adicionou-se 2,0 mL de uma solucgao recém preparada de carbonato de sodio
a 7,5% m/v aos tubos, que, apds nova agitacdo, ficaram em repouso por 1 hora no escuro. Apos
a reacdo, realizou-se a leitura da absorbancia a 760 nm, utilizando agua destilada como branco.
O teor de fenolicos totais das amostras foi calculado a partir da constru¢do de uma curva padrao
de 4cido galico nas concentragdes de 5, 15, 20, 25, 50, 75 e 100 mg/L. Os resultados de fendlicos
totais foram expressos em mg equivalentes de acido gélico por mL de amostra (mg AGE/mL

de bebida).

4.2.6 Anadlise sensorial

A avaliacdo sensorial da bebida foi conduzida com 100 julgadores nao treinados, de
ambos os sexos e idade entre 18 e 60 anos, recrutados como voluntarios nas instalagcdes da
Universidade Federal de Uberlandia - Campus Patos de Minas. A analise foi realizada em
cabines individuais, sob incidéncia de luz branca, apds leitura e concordancia com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

As amostras foram servidas a temperatura de refrigeragdo (5-8°C), em copos
descartaveis de 80 mL codificados de trés digitos. A avaliagdo da aceitagdo do produto foi
realizada para os atributos aparéncia, cor, textura, aroma, sabor e impressao global do produto,
utilizando uma ficha contendo escala hedonica ndo estruturada com 9 pontos (1 = desgostei

muitissimo e 9 = gostei muitissimo) (ABNT, 1998 e Meilgaard, 1999). Também foi realizada a
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avalia¢do da intengdo de compra das bebidas por meio de escala mista estruturada de cinco

pontos, em que: 1 correspondia a certamente compraria e 5 a certamente ndo compraria.

4.2.7 Anadlise estatistica dos dados experimentais

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica de médias, apoOs
verificagdo de normalidade e homoscedasticidade dos dados. Foi utilizada ANOVA e teste de
média paramétrico SNK, a 5% de probabilidade de erro, para dados que apresentaram as
condigdes supracitadas. O software utilizado foi o SPEED Stat, que ¢ um software livre
desenvolvido pelo Prof. D.Sc. André Mundstock Xavier de Carvalho, da Universidade Federal
de Vicosa (Brasil), e pelo Engenheiro M.Sc. Felipe Queiroz Mendes. O SPEED STAT esta
licenciado sob uma Licenga Creative Commons Atribui¢do-Uso ndo-comercial-

Compartilhamento pela mesma licenca 4.0 Unported (Carvalho, 2020).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Starter de gengibre - Ginger bug

5.1.1 Anadlises fisico-quimicas

5.1.1.1 Acidez titulavel e pH

O grafico da Figura 5.6 mostra o comportamento dos valores de pH em relagdo ao tempo
de fermentacao, em dias, de acordo com as metodologias adotadas da literatura, Sulistyarsi et.
al (2022) e Canakapalli (2019), e a Figura 5.7 mostra os valores de pH de acordo com Baudar
(2018) e Katz (2014). Analisando os graficos, observou-se uma queda brusca nas primeiras 24
horas de fermentacdo com tendéncia estavel ao final do processo. Este comportamento indica
a acidificacdo do meio ao longo dos dias de fermentagdo, uma vez que os valores de pH
diminuiram gradualmente com o tempo.

No tempo zero, os valores de pH das amostras foram préoximos de 7,0 para as quatro
metodologias, como pode ser observado nos graficos. No primeiro dia de fermentacdo os
valores de pH para as metodologias foram de 4,63+0,07 para Canakapalli (2019), 4,69+0,03
para Sulistyarsi et. al (2022), 5,09+0,09 para Baudar (2018) e 5,4+0,05 para Katz (2014), e

seguiram diminuindo até o ultimo dia de fermentacdo. No segundo dia de fermentagdo o pH
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diminuiu de forma lenta, finalizado em 3,84+0,08 e 3,80 £0,02 para os métodos de Canakapalli
(2019) e Sulistyarsi et. al (2022). Para o método de Baudar (2018) os valores seguiram o
decaimento e apresentaram estabilidade a partir do quinto dia de fermentagao, finalizando com
valor de 4,40+0,09, para Katz (2014) os valores de pH diminuiram constantemente de forma a
ndo apresentarem tendéncia estavel durante os sete dias de fermentagdo, chegando ao valor final

de pH de 3,45+0,06.

Figura 5.6 - Comportamento dos valores de pH em relagao ao tempo de fermentacao das

amostras submetidas aos métodos: Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022).

oCanakapalli (2019) oSulistyarsi et. al (2022)
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Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022)., ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.
Barras representam o desvio padrdo do experimento. C.V. = 0,46%.




48

Figura 5.7 - Comportamento dos valores de pH em relag@o ao tempo de fermentacao das

amostras submetidas aos métodos: Baudar (2018) e Katz (2014).
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*As médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os dias de avaliacdo, e mintscula entre os métodos de
Baudar (2018) e Katz (2014), ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro. Barras
representam o desvio padrao do experimento. C.V. =0,69%.

De acordo com Cecchi (2003), a medida do pH ¢é importante para as determinagdes do
crescimento de microrganismos no meio e atividade de enzimas. Segundo alguns autores como
Lobo (1991) e Atkins e Jones (2006), o pH estd diretamente relacionado a acidez, e sua
avaliacdo pode ser uma ferramenta importante para determinar a quantidade de acido presente
no meio. Nao hé padrao para valores de pH para culturas fermentativas, apenas para a bebida
kombucha em seu estagio final, que pode variar entre 2,5 e 4,2, conforme a legislagdo IN N°
41, de 17 de setembro de 2019, que estabelece o Padrdo de Identidade e Qualidade da
Kombucha em todo o territorio nacional. Neste caso, observa-se que os valores encontrados na
primeira fermentacdo, para os starters, estiveram dentro dos padrdes estabelecidos para a
bebida kombucha, estando em 3,844+0,08, 3,80+0,02 e 3,45+0,06 para os métodos de
Canakapalli (2019), Sulistyarsi et. al (2022) e Katz (2014). Para Baudar (2018) o valor de pH
foi o mais alto (4,40+0,09) estando fora dessa qualificagdo. Tais valores podem ser
considerados satisfatorios para inicio da producdo da ginger ale pois, na segunda fermentacao,
para a producdo da bebida, espera-se ainda um aumento na acidificagdo, e estes valores
encontrados nos starters estiveram distantes dos valores de limite minimos permitidos para a
bebida kombucha.

O grafico da Figura 5.8 mostra o comportamento dos valores de acidez em relacao ao

tempo de fermentagdo, em dias, segundo as metodologias adotadas de Canakapalli (2019) e
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Sulistyarsi et. al (2022), e a Figura 5.9 mostra os valores de acidez segundo as metodologias de
Baudar (2018) e Katz (2014). Observou-se um comportamento em comum nos graficos obtidos,
que ¢ o aumento continuo da acidez no decorrer dos dias de fermentacdo. Analisando os
graficos, percebeu-se também que a acidez aumentou de forma mais rapida quando utilizados
os métodos de Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. a/ (2022) do que nos demais métodos, uma
vez que os valores da acidez chegaram a 10,6 0,37 meq/L ¢ 9,6 £1,1 meq/L, respectivamente,
com apenas quatro dias de fermentagdo, enquanto que, com o mesmo tempo de fermentagao,
os demais métodos apresentaram valores de acidez de 3,80+0,95 e 5,84+1,07 meq/L, para
Baudar (2018) e Katz (2014) respectivamente. Para estes ultimos, a acidez final ficou em
6,57+0,15 e 12,9340,04 meq/L, respectivamente.

Ao longo do processo fermentativo, também foi observado a turbidez do meio assim
como a produgao de didoxido de carbono, analisados de forma qualitativa. Nos métodos de
Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022) a turbibez foi mais sutil que nas demais
metodologias e a presenga de dioxido de carbono também foi mais notada. Para as metodologias
de Baudar (2019) e Katz (2014), além de turbidez mais evidente, somente apos o terceiro dia
de fermentacdo que o gas foi facilmente observado. Segundo Bier (1977), a turbidez do meio
de cultura esta diretamente relacionada ao nimero e ao peso das células bacterianas presentes
nele.

Rocha et. al (2020) avaliaram a kombucha submetida a diferentes propor¢des de suco
de uva (40, 50 e 60%) e tempos (0, 4 e 8 dias) na fermentagdo secundaria sobre diversos
parametros, dentre eles a turbidez. Eles observaram que o aumento no tempo de fermentacao
promoveu aumento na turbidez, além de coloracdo mais avermelhada desenvolvida pelo

produto com acidez mais elevada.
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Figura 5.8 - Comportamento dos valores de acidez em relagdo ao tempo de fermentagdo das

amostras submetidas aos métodos: Canakapalli e Sulistyarsi et. al.
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Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022) ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.
Barras representam o desvio padrdo do experimento. C.V. = 10,56%.

Figura 5.9 - Comportamento dos valores de acidez em relacdo ao tempo de fermentacao das

amostras submetidas aos métodos: Baudar e Katz.
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*As médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os dias de avaliagdo, e minuscula entre os métodos de
Baudar (2018) e Katz (2014), ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro. Barras
representam o desvio padrao do experimento. C.V. =10,1%.

Aung e Eun (2021) produziram uma bebida através da fermentacdo da kombucha, e

observaram, durante a fermentacdo, que houve uma diminui¢do do pH em todas as amostras,
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saindo de 4,5 para até 3,1 ao final do periodo da fermentagdo. Os autores ainda concluem que
a queda dos valores de pH esté associada a produ¢ao de acidos durante o processo fermentativo,
como acido acético e acido a-cetoglutarico. Foi estudado, também, o impacto do tempo e
temperatura nas propriedades fisico-quimicas, microbiologicas e nutracéuticas do kombucha
(Porphyra dentata) durante o processo fermentativo e constatou-se um declinio acentuado nos
valores de pH desde o primeiro dia de fermentagdo, que diminuiu para 3,13 e permaneceu
proximo a esse valor durante os sete dias de fermentacdo, além de um aumento gradual da
acidez titulavel no decorrer dos dias. Os autores concluem que esta tendéncia ¢ indicativa do
sucesso da fermentacdo devido a producdo de acidos organicos, especialmente acido acético
durante a fermentacdo do kombucha.

Observacdes semelhantes foram discutidas por Xia et. al (2019) sobre a fermentacao de
kombucha de leite de soja, que apresentou valor de pH 6,71 e acidez 10,54 mg/mL, e apos a
inoculacdo de 5% de kombucha, o valor de pH diminuiu para 6,54 e a acidez aumentou para
12,76 mg/mL, devido aos acidos organicos produzidos na fermentacdo, como acido acético e

latico.

5.1.1.2 Determinacao de acucares, etanol, acidos latico, acético e citrico.

No estagio inicial dos starters nao foi detectada a presenca de etanol, frutose e acidos
organicos, 0 que era esperado uma vez que ndo tinham sido submetidos ao processo
fermentativo. A glicose foi detectada em todos os starters iniciais, porém em quantidades muito
baixas para os métodos de Canakapalli e Sulistyarsi et. al (1,4340,03 e 0,97+0,02 g/L), para os
outros métodos de starters, Baudar e Katz, foram 13,58g/L+0,01 e 13,61g/L+0,01,
respectivamente, ndo havendo, entre eles, diferenca significativa pelo teste SNK a 5% de
probabilidade de erro. Quanto aos starters finais, a Tabela 5.1 mostra os resultados de acticares

e etanol obtidos ao final da fermentagao dos starters.
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Tabela 5.1 - Quantificagdo de aglcares ¢ etanol dos starters finais.

Metodologia Sacarose Glicose Frutose Etanol

Canakapalli ~ 103,45g/L+0,12 ¢ 5,54g/L.+0,02° 3,72g/L+0,02°  0,25+0,03 ¢

Sulistyarsi et. al 46,73g/L+0,169  1,7140,029  0,20+£0,04g/L ¢ 0,86g/L+0,09 ©
Baudar 141,66g/L+0,07° 8,50g/L+0,06° 2,26g/L+0,03 ¢ 10,71g/L+0,15
Katz 251,93+0,08* 37,21g/L+0,03 2 19,01g/L+0,01* 2,60g/L+0,08 ®

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.

Observou-se a formacdo de etanol e frutose em todos os starters. No starter obtido pelo
método de Baudar (2018) houve a maior formagao de etanol, enquanto as menores quantidades
foram encontradas nas metodologias de Sulistyarsi et. a/ (2022) e Canakapalli (2019). As
metodologias de Baudar e Katz apresentaram maiores concentragdes de sacarose inicial nos
starters € com isso observou-se uma maior concentragdo de etanol formado. Além disso, a
diferenca de concentracao de etanol de um método para o outro também era esperada, pois a
metodologia do starter de Katz apresentou maior adi¢do de sacarose durante o processo, o que
pode ter levado a saturagdo do meio, e assim menor rendimento e produtividade em etanol,
ocasionada pela queda nas taxas de absor¢do dos carboidratos disponiveis em excesso, enquanto
para metodologia de Baudar, a alimentagdo intercalada pode ter tornado o meio propicio para
que a fermentagdo ocorresse de forma mais acentuada (Almeida et. al 2007). Além disso, a
metodologia de Baudar apresentou o dobro da concentracdo de acido acético formado
comparado ao método de Katz (1,18+0,09 e 2,15+0,13g/L). Segundo alguns autores como,
Jonsson et. al (2013), Rasmussen et. al (2014) e Ko et. al (2015), os 4cidos fracos, como o acido
acético, se classificam como compostos inibidores da fermentacdo e inibem as etapas
subsequentes de hidrélise enzimatica e fermentacao microbiana limitando a utilizagdo eficiente
do hidrolisado para producao de etanol (Palmqvist e Hahn-Héagerdal 2000). Para as demais
metodologias, Canakapalli e Sulistyarisi et. al, as concentracdes do 4acido acético foram
0,21+0,05 ¢ 0,36+0,03g/L, respectivamente. De acordo com Dufresne et. al (2000), as leveduras
produzem etanol via glicdlise e as bactérias acéticas utilizam o etanol para produgdo do acido
acético (Nguyen et. al, 2015).

A metodologia de Sulistyarsi et. al (2022) apresentou maior teor de glicose do que a de
Katz (2014), mas a frutose detectada foi baixa, o que pode indicar a preferéncia dos
microrganismos em utilizar a frutose como fonte de carboidrato. Quanto a formagao de 4cidos
organicos nos starters, houve a presenga de acido lactico nas metodologias de Canakapalli e

Katz, 2,34+0,01 e 5,91g/L+0,01 respectivamente.
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5.1.2 Analises microbiologicas

Nas andlises microbiologicas bacterianas, cultivadas em meio PCA, nas culturas dos
quatro starters, observou-se um forte crescimento de microrganismos anaerobios, com presenga
de aerobios, que pdde ser notada com o crescimento das colonias na superficie, meio e fundo
das placas. O crescimento microbiano intenso logo foi percebido ao analisar as placas no
primeiro dia de fermentagao.

Ao final do processo fermentativo, as placas com possiveis leituras para todas as
metodologias foram as de dilui¢do 10%, com contagem de 4x10® UFC/mL para Canakapalli,
6x10® UFC/mL para Sulistyarsi et. al, 5x10° UFC/mL para Baudar e 3x103m UFC/mL para
Katz.

Em relagdo as placas de PDA, para quantificagdo de fungos, ao serem analisadas ao final
dos processos fermentativos, foi observado que nas dilui¢cdes 10° até as diluigdes 10~ houve o
desenvolvimento de fungos filamentosos formadores de hifas, ou seja, bolores, de cores branca,
vermelha, roxa e avermelhada, apresentando aspecto seco. Esse fato foi observado para todas
as metodologias. A partir dessa dilui¢cao, ndo houve mais o crescimento de fungos filamentosos,
e predominou somente a presenca de leveduras, de aspecto umido, pastoso, gelatinoso, branco,
esbranquigado e amarelo alaranjado.

Ao acompanhar, diariamente, o crescimento desses fungos filamentosos nas dilui¢des
107 e 107, durante o processo fermentativo, observou-se que o crescimento destes nio foi bem-
sucedido quanto ao Ultimo dia de fermentagao nas mesmas dilui¢des. A predominéncia foi de
leveduras pastosas brancas e esbranquigadas. O fato dos bolores ndo se desenvolverem na fase
inicial do processo fermentativo e se desenvolverem na fase final em diluicdes mais
concentradas, até 10, pode ser explicado pelo fato dos bolores serem seres pluricelulares
enquanto as leveduras sdo seres unicelulares, ou seja, seres mais simples se reproduzem de
forma mais simples e mais rdpida, além da selecdo natural dos microrganismos, assim, nas
culturas, a predominancia de leveduras foi muito maior e observada até as ultimas dilui¢des
(Barrere et. al, 2023)

Ao observar as placas das dilui¢des de 10, percebeu-se que nos primeiros dias de
fermentagdo ndo houve crescimento, e apenas no ultimo dia do processo o crescimento de
leveduras esbranquicadas foi notado, de forma bem isolada, tornando possivel a contagem de
UFC para as metodologias de Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022). Para as
metodologias de Baudar (2018) e Katz (2014) a contagem foi feita na diluicio 10, pois a partir

desta ndo foi observado o crescimento.
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Na diluigdo de 108 a contagem de UFC foi de 3x10° UFC/mL para Canakapalli e 1x10°
UFC/mL para Sulistyarsi et. al. A contagem de UFC realizada na diluicio de 10 foi de 6x10®
UFC/mL, tanto para Baudar quanto para Katz.

Viérios estudos indicam que a kombucha possui uma quantidade rica de cultura inicial
de mais de 10° UFC/mL. Xu et. al (2022) relataram que a kombucha continha uma cultura
inicial de 4x10° UFC/mL. Um estudo feito por Silva et. al (2022) sobre a viabilidade do SCOBY
da kombucha, na fabricacdo de novas cervejas, indicou que as populagdes de leveduras
encontradas no cha fermentado foram de 2,33x10° UFC/mL. Wang et. al (2022) prepararam
kombucha em cultura pura de Saccharomyces cerevisiae ¢ a contagem foi de 2,5x10° UFC/mL
de cultura inicial.

Nas dilui¢des de 10 observou-se, pelo aspecto gelatinoso e brilhante, o crescimento
predominante de leveduras ao longo dos dias de fermenta¢ao, embora houvesse um crescimento
de bolores brancos no terceiro dia do processo. Quando a dilui¢do foi aumentada para 107 ndo
houve a presenga de bolores e a predominancia foi de leveduras. Foi observado também que
tanto nas diluicdes 107 quanto de 107, no primeiro dia, as leveduras apresentaram cores
amareladas e esbranquigadas, mas ao longo dos dias as leveduras de cor branca e transparentes
persistiram. Lucio ef. al (2009) constataram a presenca de bolores no gengibre, além das
leveduras, ao caracteriza-lo genericamente, tal fato pode estar associado a presenca dos bolores
observados nas culturas iniciais nos primeiros dias de fermentacao e diluigdes concentradas. A
persisténcia e permanéncia das leveduras ao longo da fermentagdo, em relagdo aos bolores,
pode estar associada a selecdo natural, perpetuando assim os organismos mais aptos a
sobreviver em determinado local. Para Darwim (1859) e Wallace (1890), os organismos vivem
em perpétua luta pela sobrevivéncia e somente por meio da exata adaptacao de sua organizacao
ao ambiente, incluindo seus instintos e hébitos, eles podem sobreviver e produzir descendentes
que ocupem o seu lugar.

Ao analisar as placas nas diluigdes 107, observou-se que nos primeiros dias de
fermentagdo nao houve nenhum crescimento nesta diluicdo, apenas no tltimo dia do processo
o crescimento de leveduras esbranquicadas foi notado, de forma bem isolada tornando possivel
fazer a contagem de UFC.

No decorrer do processo fermentativo € com o aumento da acidez, ndo se observou
grandes mudangas nos crescimentos microbianos, tanto em relacdo as bactérias quanto aos
fungos, a ndo ser pela diminui¢ao da quantidade de colonias formadas a medida que aumentava
a diluicdo, diferentemente dos relatos de Ji et. al (2023), que fizeram um estudo relacionando

as respostas de crescimento bactéria/fungo a acidez. Os autores relatam que o aumento
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gradativo da acidez na fermentagdo do baijiu gergelim, afetou negativamente a estrutura e
diversidade bacteriana, uma vez que ambientes acidos, com valores de pH abaixo de 4,0, o
metabolismo fisiologico das células bacterianas geralmente ¢ inibido, exibindo tolerancia de
pH relativamente estreita. Os autores também relataram essa relacdo oposta observada no
crescimento dos fungos, o aumento do crescimento da comunidade microbiana com o aumento
da acidez, gradativamente. Rousk ez. a/ (2009 e 2010) também relataram o efeito negativo no
crescimento bacteriano relacionado com o aumento da acidez, enquanto o crescimento fingico
¢ afetado positivamente. Os fungos possuem ampla faixa de pH 6timo, suportando valores mais
baixos, diferentemente das bactérias, com valores 6timos mais proéximos a neutralidade, além
da interagdo competitiva entre bactérias e fungos (Gock et. al, 2003; Lino et. al, 2021; Baudar,
2018).

As placas com os meios PDA e PCA foram levadas ao microscopio para analise visual
das espécies. A Figura 5.10 mostra a presenca de células de leveduras coradas com lactofenol
de algodao e coloragdo de Gram. Observou-se esporos de leveduras nas formas circulares e
ovaladas com formacao de brotos, e a presenca de leveduras com a formacgao de pseudohifas.
Este fendmeno foi encontrado em todas as placas de PDA observadas, independente da

metodologia e tempo de fermentagao.

Figura 5.10 - Visualizacdo de células de leveduras coradas com lactofenol de algoddo no

Fonte: Autora

As imagens microscopicas obtidas das placas com leveduras foram comparadas com

imagens obtidas em atlas de microbiologia para possivel identificagdo (Ellis e Kidd, 1998;
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Tomé e Marques, 1999). Algumas espécies de leveduras apresentam caracteristicas bastante
semelhantes aquelas que foram encontradas nas culturas de fermentacdo observadas neste
trabalho, em sua morfologia colonial, uma vez que apresentaram forma circular, convexa ou
nao, bordos inteiros, brilhosa ou nao com superficie lisa ou fosca de cor branca e esbranquigada,
sdo elas: Wickerhamomyces anomala — circular, bordos ondulados, papilada, fosca, superficie
rugosa; Saccharomyces cerevisiae- circular, convexa, bordos inteiros, brihosas, superficie lisa;
Cutaneotrichosporon curvatus — circular, convexa, bordos inteiros, fosca, superficie rugosa;
Rhodotorula glutinis — circular, convexa, bordos inteiros, brilhosa, superficie lisa; Candida
glabrata — circular, convexa, fosca, bordos inteiros, superficie lisa (Murray, 1999).

Antoniassi et. al (2017), fizeram uma identificagdo presuntiva de leveduras de interesse
biotecnoldgico em graos de kefir, visto que ha uma vasta populagdo microbiana presente nestes
graos, incluindo leveduras e bactérias. Os isolados com caracteristicas macroscopicas
leveduriformes foram analisados por exame direto, prova do tubo germinativo e prova da ureia.
Os dados obtidos foram comparados com atlas micologicos e chaves de identificacdo. No total
foram isoladas seis coldonias diferentes com presenca de leveduras como Candida sp. e
Saccharomyces sp., que possuem grande relevancia para os processos biotecnologicos.

Em estudo realizado por Magalhaes et. al (2011) com graos de kefir obtidos na regido
de Lavras-MG, foram isoladas 110 leveduras entre espécies de Saccharomyces sp. e de Candida
sp., que foram identificadas por provas bioquimicas associadas a testes moleculares. Além
disso, outras espécies de leveduras como Kluyveromyces sp., Pichia sp. e Zygosaccharomyces
sp. foram reportadas em outras pesquisas com graos de kefir, obtidos em outros paises como
Canada e Estados Unidos da América (Miguel et. al, 2012; Ahmed et. al, 2015),

Algumas das leveduras, que foram comparadas mediante suas caracteristicas
semelhantes as encontradas nas culturas de fermentagdo neste trabalho, sdo também
encontradas em graos de kefir. Segundo Greenwalt etr. al (2000), as Saccharomyces sp.,
Torulopsis sp., Pichia sp., dentre outras, compdem os graos de kefir além de algumas bactérias
acido lacticas.

Sulistyarsi et. al (2022) ndo relatou em seus estudos presenca de leveduras, tanto nas
culturas fermentadoras quanto nas bebidas de gengibre, o autor apresentou apenas a presenga
de bactérias do acido lactico presentes nas bebidas fermentadas finais.

Nas placas bacterianas com meio PCA, independentemente da metodologia utilizada e
tempo de fermentagdo, foram observadas bactérias gram positivas em formato de cocos e
bacilos. Observou-se também o desenvolvimento de leveduras, com formatos circulares

maiores e ovalados em brotamento, como mostra a Figura 5.11.
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Figura 5.11 - Representagdo microbiana nas placas de PCA. As figuras a, b e ¢ representam as
bactérias em cocos e bacilos gram positivos; As figuras d, e, f, g, h e i representam as bactérias

em cocos ¢ bacilos com interferéncia leveduriforme. Microscopio com objetiva de imersdo

(100x).
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Fonte: Autora

Sulistyarsi et. al (2022) observaram bactérias probidticas na bebida fermentada de
gengibre, a ‘ginger beer’, e identificaram a presenca dessas bactérias na bebida, dos géneros
Lactobacillus, Streptococcus e Micrococcus, portanto, pode-se associar a presenga dessas
mesmas bactérias nas culturas fermentadoras neste trabalho. Greenwalt ez. a/ (2000) relataram
a presenca da cultura simbidtica em graos de kefir, de bactérias acido acéticas e leveduras, que
segue a mesma linha de pensamento de Katz (2014), sendo que nessas culturas starters ha a
presenca de cultura simbiotica de bactérias acidos lacticas e acéticas e leveduras responsaveis
pela fermentacdo e que s@o inibidoras de microrganismos nocivos a satde.

Canakapalli (2019) analisou os microrganismos presentes na ‘ginger beer’ para
deteccao de probidticos e relatou a presenga de bactérias probidticas como Lactococcus
presente no ginger bug, e Trabulsiella na bebida de gengibre final. O autor relata ainda que nao

houve presenca de bactérias patogénicas em nenhuma amostra de ginger bug ou amostra de
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bebida. O autor ressalta que apesar de encontrar bactérias probioticas no ginger bug e na bebida

fermentada, a quantidade ndo foi suficiente para considera-la uma bebida probidtica.

5.2 Bebida fermentada - Ginger ale

5.2.1 Anadlise de pressao no reator 2 - Garrafas PET

As garrafas PET contendo a bebida fermentada apresentaram-se totalmente rigidas ao
terceiro dia de fermentagdo, para todas as metodologias, e os valores das leituras monométricas
ndo se diferenciaram, pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro, apresentando valor médio
de 2,3+0,06 kgf/cm? ou 2,2 atm. Ao serem analisadas no quinto de fermentacdo as garrafas
estavam extremamente rigidas, sem possibilidade de serem pressionadas manualmente, para
todas as metodologias, e os valores encontrados foram considerados iguais pela estatistica
apresentando leitura manométrica de 3,5+0,08 kgf/cm? ou 3,4 atm. O mandmetro no quinto dia
de fermentacao ficou na area vermelha, o que simboliza risco de pressao, enquanto no terceiro
dia de fermentacao ele se manteve na parte amarela, considerada segura pelo aparelho medidor,
porém em estado de alerta. A Figura 5.12 ilustra a representacao das leituras monométricas em

kgf/cm?,

Figura 5.12 - Representacdo do manometro indicando valor, alerta e risco de pressao.

(Gfe)
ole

L
—
[ ]
—
Fonte: Autora

De acordo IN N°41 de 2019, os valores de pressdo atmosférica permitidos para a
kombucha, quando adicionada de gés carbonico, sdo de 1,1 a 3,9 atm, enquanto na IN N°34 de
2012 para a bebida fermentada de fruta, os valores de pressao atmosférica permitidos sao de 2

a 3 atm. Observou-se que a pressao gerada pelo gés carbonico neste trabalho, tanto com 3 dias
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de fermentacdo quanto 5 dias, atendeu aos padrdes estabelecidos pelas duas legislacdes usadas
para bebidas fermentadas, porém a fermentacdo longa foi considerada inadequada uma vez que
o mandmetro permaneceu na area vermelha, o que indica risco de pressdo. Desta forma, seguiu-
se com as demais analises para as bebidas fermentadas por 3 dias, consideradas seguras para

manuseio.

5.2.2 Anadlise fisico-quimica

5.2.2.1 Acidez titulavel e pH

Os resultados de pH das bebidas fermentadas por 3 dias foram 2,94+0,05; 2,84+0,03;
2,69+0,02 e 2,68+0,04 ¢ os valores de acidez foram de 111,6+0,90; 111,3+1,37; 132,6+1,04 ¢
126,0£1,80 meq/L para as metodologias de Canakapalli, Sulistyarsi et. al/, Baudar e Katz,
respectivamente (Figuras 5.13 e 5.14). Segundo Cardoso et. al (2020), os alimentos acidos (pH
< 4,0) sdo microbiologicamente seguros, pois 0s microrganismos patogénicos dificilmente
desenvolvem-se nessas condigdes, por outro lado valores abaixo de pH 2,5 apresentam alta

concentragdo de acido acético, representando risco a saide dos consumidores.

Figura 5.13 - Valores de pH das bebidas fermentadas por 3 e 30 dias para cada metodologia.
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*Nao ha evidéncia suficiente de que médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (tempo de fermentacéo) ou
minuscula (metodologia) diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro. Barras
representam o desvio padrdo das médias. C.V. = 0,86%.
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Figura 5.14 - Gréfico representativo dos valores de acidez das bebidas fermentadas por 3 e 30

dias para cada metodologia.
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*N&o ha evidéncia suficiente de que médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (tempo de fermentagéo) ou
minuscula (metodologia) diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro. Barras
representam o desvio padrdo das médias. C.V. = 0,9%.

Observa-se que, com 3 dias de fermentacdo os menores valores de pH foram
encontrados nas bebidas pelas metodologias de Baudar (2018) e Katz (2014), nao diferenciando
entre si, além de apresentaram os maiores valores de acidez. Para Canakapalli (2019) e
Sulistyarsi et. al (2022) foi observado o contrario, os maiores valores de pH e menores de
acidez.

Apo6s 30 dias de armazenamento refrigerado das bebidas, no presente estudo, percebeu-
se uma diminuicao de pH para Canakapalli e Sulistyarsi et. al sendo, 2,724+0,01 e 2,70+0,01, e
aumento de acidez para Canakapalli (116,40+0,52 meq/L). Para as demais metodologias,
Baudar e Katz, observou-se o contrario, o aumento de pH, 2,7 0,01 e 2,76+0,01,
respectivamente, e diminuicdo de acidez para Baudar, 116,10+0,90 meq/L. Segundo Bauer e
Dicks (2017), na fermentagdo malolatica, que ocorre apds a fermentacao alcodlica como uma
segunda fermentagdo, as bactérias laticas endogenas ou exdgenas presentes reduzem a acidez
através da conversdo do acido mélico em acido latico, aumentando as propriedades sensoriais
através da geracdo de novos compostos volateis (Pacheco et. al 2022). Essa fermentagdo € muito
desejada principalmente nos vinhos, pois diminui o carater verde e agressivo, caracteristico do

acido malico, para converté-lo em um agradavel paladar como o do acido latico, reduzindo a
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acidez total da bebida. Segundo Pacheco et. al (2022), geralmente o pH tende a aumentar
quando a fermenta¢ao malolatica acontece.

A legislagdao brasileira estabelece padrdes de identidade e qualidade para bebidas
fermentadas de frutas e kombucha quanto a algumas caracteristicas fisico-quimicas como pH e
acidez. De acordo com a Instru¢do Normativa N° 41 de 17 de setembro de 2019 (BRASIL,
2019), que estabelece o Padrao de Identidade e Qualidade da Kombucha em todo o territorio
nacional, os valores de pH estabelecidos sao de 2,5 a 4,2, e acidez de 30 a 130 meq/L, enquanto
a Instrucao Normativa N° 34 de 29 de novembro de 2012 (BRASIL, 2012) que estabelece
padrdes para Bebidas fermentadas de Frutas, os valores de acidez permitidos sdo 50 a 130
meq/L. As comparagdes dos valores preconizados por tais legislagdes sdo aplicaveis a bebida
produzida neste trabalho, por se tratar também de uma bebida fermentada que utiliza suco de
fruta. Os valores de pH e acidez obtidos para a bebida fermentada deste trabalho estdao de acordo
com o padrao de identidade e qualidade da kombucha.

Altay et. al (2013) fizeram uma revisdo sobre as tradicionais bebidas fermentadas nao
alcodlicas turcas, como o suco de shalgam, hardaliye e boza. Elas sdo obtidas pela fermentacao
de vegetais, frutas e cereais, compostas principalmente por bactérias como Lactobacillus
plantarum e L. paracasei. A bebida Shalgam, que ¢ fermentada a partir de cenoura como
substrato, a 10°C por 3-5 dias, apresentou valores de pH entre 3,3 e 3,8 e acidez de 1,06 ¢
9,1g/L. Hardaliye, ¢ uma bebida fermentada de uva, por 5-10 dias, a temperatura ambiente, e
apresentou pH entre 3,21 e 3,97, com acidez em torno de 4,14% e boza, bebida fermentada a
partir de paingo, milho, arroz e trigo fermentada a 30°C, por 24 horas, apresentou pH de 3,16 a
4,63 e acidez de 0,13%.

Ayed et. al (2016) fermentaram suco de uva com cultura kombucha a temperatura de
30°C avaliando suas caracteristicas fisico-quimicas durante 12 dias de fermentag¢do. Foi
observado que apds o oitavo dia o valor de pH se manteve em 2,91 até o ultimo dia de
fermentagdo. A acidez com seis dias de fermentacdo foi de 62,2 meq/L e pH 3,18, apresentando
melhor aceitacdo pelos provadores na analise sensorial quando comparada a bebida com 12
dias, que apresentou acidez de 104,2 meq/L.

Miranda et. al (2023) utilizaram a infusdo de café¢ ardbica para produzir uma bebida
fermentada de kombucha. Os autores avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas ao logo de 21
dias de fermentagao e observaram o mesmo fenomeno de redugdo de pH (4,52 a 3,25) e aumento
de acidez na bebida produzida, com valor final de 7,2 g/L, além de atender as normas que
estabelecem parametros para a qualidade da bebida fermentada. Silva et. al (2021) também

observaram o mesmo fenomeno ao produzir kombucha de infusdo de plantas comestiveis nao



62

convencionais de malva e ché verde. Os autores relataram que ambas kombuchas apresentaram
comportamentos semelhantes, com diminui¢do de pH nos primeiros dias e aumento de acidez,
finalizando com valores de pH de 2,7 e 3,3, e acidez de 8,8 g/L e 3,9g/L para malva e cha verde,
respectivamente. Resultados semelhantes foram mostrados por Zou et. al (2021) que
caracterizaram a kombucha produzida a partir do cha de Zijuan (Camellia sinensis var assamica
cv. Zijuan).

Cardoso et. al (2020) investigaram kombuchas dos chas verde e preto para diferenciacao
do perfil fendlico e ao caracterizarem as bebidas produzidas, obtiveram resultados bem
préximos aos estudos citados anteriormente com valores de pH de 3,2 e 3,5, para kombucha de
cha verde e preto, respectivamente, estando dentro dos valores permitidos para bebida.

Araujo et. al (2023) criaram uma bebida ndo lactea fermentada com kefir com o objetivo
de produzir uma bebida funcional e fizeram sua caracterizagao fisico-quimica, como pH e
acidez. Os autores relataram que, como esperado, houve redu¢do nos valores de pH bem como
o aumento da acidez do produto fermentado. O valor de pH inicial foi 4,0 e reduziu para 3,01
ao final de 36 horas de fermentacao da bebida, e a acidez foi de 0,4 para 1,6% nesse periodo de

atividade fermentativa.

5.2.2.2 Solidos soluveis

A medicao dos solidos soluveis ndo representa o teor exato dos acucares, pois outras
substancias também se encontram dissolvidas (vitaminas, fenolicos, acidos organicos etc.). No
entanto, dentre estas, os agucares sdo 0s mais representativos, chegando a constituir até 85 a
90% dos solidos soluveis (Chitarra e Chitarra, 2005). Ao analisar as bebidas fermentadas por
3 dias, foi observado que para a metodologia de Katz obteve-se 11°brix, enquanto para as
demais metodologias, Canakapalli, Sulistyarsi et. al e Baudar, o valor encontrado foi 9°brix.
Ap6s o periodo de 30 dias, das bebidas armazenadas sob refrigeragdo a 4°C, os solidos soluveis
encontrados nas bebidas continuaram nos mesmos valores, quando comparados aos
encontrados nas bebidas com 3 dias de fermentagdo, para cada metodologia. Isso se deve a
eficiente conservagdo pelo frio, que compde um dos métodos mais suaves de conservagao e
consiste em diminuir a taxa metabdlica da cultura microbiana a fim de prevenir o consumo dos
acucares e, consequentemente, a formagao de produtos (Ordonez, 2005).

Mendes et. al (2021) propuseram o maracuja como substrato util no preparo da bebida

fermentada de kefir. O processo de fermentacao foi realizado inoculando kefir de 4gua em suco
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de maracuja da caatinga por 15 dias a 4°C. No fim da fermentagdo registraram uma bebida com
9,6°brix, valor muito semelhante ao encontrado neste trabalho.

Oliveita et. al (2023) fizeram a caracterizacdo da bebida kombucha de cha verde,
fermentada a 24°C por 7 dias, e encontraram o valor de sélidos soluveis de 9,5°brix, valor bem
préoximo ao encontrado neste trabalho. Xu et. al/ (2023) encontraram valores semelhantes ao
analisarem a bebida fermentada por sementes de Pueraria lobata, uma planta nativa do Japao,
a 26,5°C em trés tempos diferentes, Oh, 42h, 84h e produto acabado, esterilizado a 115°C por

15 min, com valores de 8,7; 8,3; 8,4 e 11,7°brix respectivamente.

5.2.2.3 Determinagdo de agucares, etanol, acidos lactico, acético e citrico

As Tabelas 5.2 e 5.3 mostram a quantificagdo de agucares, etanol e acidos organicos na
bebida final e na bebida com 30 dias de armazenamento sob refrigeracdao. Analisando os
resultados obtidos, das bebidas finais com 3 dias de fermentagao, observou-se que a bebida que
apresentou menor concentragdo de dlcool foi a obtida pelo método de Sulistyarsi ez. al (2022),
seguida por Canakapalli (2019). Esses resultados ja eram esperados pois os starters das
metodologias Baudar (2018) e Katz (2014) ja continham uma quantidade consideravelmente
alta de sacarose e etanol para inicializacdo da fermentacdo do substrato em comparagdo aos
demais starters, além de outros aglcares. Sulistyarsi et. al (2022) seguido por Canakapalli
(2019) foram os starters que iniciaram com as menores concentracdes de acglcares, o que
explica a menor quantidade de 4lcool formada.

De acordo a Regulamentac¢do da Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, que dispde sobre
a padronizacdo, a classificacdo, o registro, a inspecdo, a produc¢do e a fiscalizacdo de bebidas,
bebida alcoodlica ¢ aquela graduagdo alcodlica acima de meio por cento em volume e ndo
alcodlica aquela com até meio por cento. Neste trabalho, os teores alcoolicos das bebidas
produzidas foram relativamente baixos. Para as metodologias de Sulistyarsi et. al e Canakapalli
os teores alcoolicos foram 0,39% v/v e 0,44% v/v, e ndo se enquadram como alcodlicas, sendo
assim classificadas como bebidas ndo alcodlicas. Baudar e Katz apresentaram teores maiores,
de 1,24 e 1,35% v/v, respectivamente, ndo se equiparando a cerveja, que possui em média 5%
de teor alcoolico, porém, pela Regulamentagdo, as bebidas produzidas por Baudar e Katz, se
classificam como alcodlicas.

Canakapalli (2019), que produziu a bebida em periodos de fermentacdo de 1, 2 e 3
semanas, encontrou teores de alcool mais baixos (0,02 - 0,01 - 0,09 %v/v respectivamente).

Porém, ao produzir a bebida com ginger bug mais ‘velho’, fermentado por 19 dias, os teores
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alcodlicos subiram (0,55 — 0,64 — 0,65%v/v, para bebidas fermentadas por 1, 2 e 3 semanas
respectivamente). Sulistyarsi et. a/ (2022) encontraram teores alcodlicos bastante altos para as
bebidas produzidas com 7 dias de fermentacao (14,8%, 11,04% e 12,31%) utilizando 3
diferentes tipos de gengibre da Indonésia.

Neste trabalho, as bebidas classificadas como nao alcodlicas foram analisadas quanto
ao teor de alcool apds 15 dias de armazenamento sob refrigeracdo, para Canakapalli (2019) a
concentragdo encontrada foi 4,69g/L e para Sulistyarsi et. al (2022) foi 4,75g/L, apresentando
teor alcoolico de 0,45%v/v e 0,46%vV/v, respectivamente, estando ainda dentro da faixa de
valores de classificagdo de bebidas nao alcodlicas.

Ao analisar a concentragdes do etanol nas bebidas com 30 dias de armazenamento
(Tabela 5.4), observou-se um aumento de etanol para as metodologias de Canakapalli,
Sulistyarsi et. al e Baudar (5,60g/L+0,01; 5,53g/L+0,01 e 16,07g/L+0,02, respectivamente),
exceto para Katz que houve um decréscimo (12,19g/L+0,01), com 5% de probabilidade de erro
pelo teste SNK. Portanto, as bebidas pelas metodologias de Canakapalli e Sulistyarsi et. al,
consideradas antes como ndo alcodlicas, passaram a ser classificadas como alcoolicas com o
armazenamento de 30 dias sob refrigeracdo, mesmo que com pouco aumento, apresentando teor
de 0,54% v/v para ambas as metodologias (BRASIL, 1994).

Observa-se que, com 30 dias de armazenamento das bebidas, houve uma diminui¢ao
sutil nas concentragdes de sacarose para todas as metodologias, enquanto para a glicose houve
aumento para a metodologia de Sulistyarsi et. al/ (3,18g/L+0,01) e Katz (9,72g/L+0,03) e
diminui¢do para Canakapalli e Baudar (3,13g/L+0,03 e 4,17g/L+0,05, respectivamente).
Quanto a frutose, observa-se um pequeno decréscimo para as metodologias de Canakapalli e
Baudar e acréscimo para Sulistyarsi et. al e Katz. A diminui¢do de sacarose observada com
aumento de glicose e etanol, indica que a fermentagcdo continuou acontecendo durante o
armazenamento refrigerado, mesmo que lenta. As leveduras ao produzirem etanol via glicolise
utilizam a frutose como substrato primario enquanto as bactérias utilizam a glicose para
producao de acidos organicos, o que pode explicar a diminui¢ao e aumento desses componentes

para as bebidas ao longo do tempo (Dufresne ez. al, 2000; Nguyen et. al, 2015).
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Tabela 5.2 - Quantificacdo de agucares e etanol na bebida final (ap6s 3 dias de fermentagao).

Metodologia Etanol Sacarose Frutose Glicose

Canakapalli 4,56g/L+0,02°  69,12g/L+0,11°  5,33g/L+0,03°¢  3,46g/L+0,02 °
Sulistyarsi et. al ~ 4,01g/L+0,02¢  51,92g/L+0,04¢  4,01g/L+0,03¢ 2,91g/L+0,02 ¢
Baudar 12,84g/L+0,02° 142,57g/L+0,09°  7,06g/L+0,04°  4,64g/L+0,04°
Katz 14,08g/L+0,02 % 166,30g/L+0,08*  7,68g/L+0,04* 5,08g/L+0,02?

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 5.3 - Quantificagdo de agucares e etanol na bebida final armazenada por 30 dias

Metodologia Etanol Sacarose Frutose Glicose

Canakapalli 5.60/L+0,01 ¢ 62,57g/L+0,11°  4,90g/L.+0,03 ¢  3,13g/L.+0,03 ©
Sulistyarsi et. al ~ 5,53/L+0,01 ¢ 50,37g/L+0,04¢  506g/L+0,02¢  3,18g/L+0,01 ¢
Baudar 16,07g/L+0,02° 141,34g/L+0,09° 6,88g/L+0,02°  4,17g/L+0,05°
Katz 12,19g/L+0,03 % 164,70g/L+0,08*  9,56g/L+0,04*  9,72g/L+0,03 ?

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.

Ao analisar as concentragdes dos acidos formados nas bebidas finais, representadas pela
Tabela 5.4, verificou-se que a bebida fermentada por Katz apresentou concentragdo maior em
acido latico que as demais, o que pode ser explicado pela concentragdo elevada de agtcares em
seu starter. O acido citrico foi encontrado em todas as bebidas em quantidades maiores que os
outros 4cidos detectados, nas bebidas pelas metodologias de Katz e Baudar foram mais altas,
nao se diferenciando entre si, enquanto para a metodologia de Sulistyarsi et. al foi encontrado
a menor quantidade do &cido. Isso se da pelo fato do limao ser uma fruta citrica, portanto este
acido estd naturalmente presente no substrato (Penniston et. al, 2008). Foi formado acido
acético em todas as bebidas produzidas, em maior quantidade na bebida pela metodologia de
Katz seguido pelas metodologias de Baudar, Sulistyarsi et. al e Canakapalli.

Nas bebidas armazenadas por 30 dias, representadas pela Tabela 5.5, observa-se que o
acido acético se manteve para todas as metodologias, assim como o acido lactico. O é4cido
citrico também esteve proximo para metodologia de Canakapalli (6,23g/L+0,06) e aumentou
ligeiramente para as demais. Segundo Brasil (2014), em ‘Aplicacdes do &cido citrico na
industria de alimentos’ pela revista Food Ingredients Brasil, para a enologia, o acido citrico,
que esta presente em fracas quantidades nos mostos de uva e ausente nos vinhos, aumenta
ligeiramente sua concentracdo durante a fermentagdo alcoolica, sendo posteriormente

consumido durante a fermentagao malolactica.
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Na kombucha, a atividade antimicrobiana que ela apresenta, contra bactérias
patogénicas, ¢ atribuida principalmente aos acidos organicos formados como latico e acético,
principalmente o acido acético, posto que o acido acético ¢ conhecido por inibir microrganismos
gram-positivos e gram-negativos (Villarreal-Soto et. al, 2019; Jayabalan et. al, 2014). Em
bebidas em que os valores de pH estdo abaixo de 2,5, o acido acético se encontra em altas
concentragdes, representando risco a saude dos consumidores (Cardoso et. al, 2020). Neste
trabalho, além de valores adequados de pH nas bebidas produzidas, as quantidades encontradas
de 4cido acético foram baixas. Além disso, segundo Nummer (2013), durante a fermentacao, o
acumulo de dioxido de carbono produzido inibe a conversao de etanol em acido acético no caso

de recipientes fechados.

Tabela 5.4 - Quantificagdo de acidos organicos na bebida final (apds 3 dias de fermentagdo).

Metodologia Acido lactico  Acido citrico Acido acético
Canakapalli 0,12g/L+0,02° 6,59g/L+0,06° 0,06g/L+0,02 d
Sulistyarsi et. al ~ 0,08g/L+0,04 ¢ 5,55g/L+0,04° 0,11g/L+0,02 ¢
Baudar 0,15g/L+0,02 ¢ 13,67g/L+0,13 % 0,25g/L+0,03 b
Katz 2,22¢/1.4£0,03 * 12,96g/L+0,10* 0,53g/L+0,02 *

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 5.5 - Quantificacdo de 4cidos orgéanicos na bebida final armazenada por 30 dias.

Metodologia Acido lactico  Acido citrico  Acido acético
Canakapalli 0,09g/L+0,02° 6,23g/L+0,06° 0,07g/L+0,02 4
Sulistyarsi et. al ~ 0,08g/L+0,04 ¢ 6,90g/L+0,04 ¢ 0,11g/L+0,04 ©
Baudar 0,03g/L+0,02 ¢ 14,57g/L+0,09 % 0,24g/L+0,03 °
Katz 2,18g/L+0,03 * 14,23g/L+0,05* 0,51g/L+0,02 *

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro.

Outros acidos organicos também foram detectados nas bebidas finais. O acido malico
foi encontrado por todas as metodologias, Canakapalli (0,60g/L+0,02), Sulistyarsi et. al
(0,49g/L+0,02), Baudar (0,92g/L+0,01) e Katz (0,61g/L+0,03). Acido succinico foi encontrado
apenas nas bebidas produzidas pelas metodologias de Canakapalli (0,13g/L+0,04) e Baudar
(0,38g/L+0,03). O 4cido propidnico foi encontrado para os métodos de Canakapalli, na
concentragdo de 0,4g/L+0,03, e em quantidades menores para Katz, 0,16g/L.+0,02. Segundo

Smid e Lacroix (2013) e Ghaffar et. al (2014), o 4cido lactico tem potencial para ser utilizado
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como substrato para a produ¢do microbiana de acido propionico, ou seja, as bactérias acido
lacticas produzem o acido lactico que atuara como substrato para o crescimento das bactérias
responsaveis pela formagao do acido propidnico, € consequentemente o aumento deste (Bezirci
et. al, 2023). No entanto, o acido lactico detectado, em quantidades baixas na fermentagdo da
bebida, pode ter servido como substrato para as bactérias produzirem o acido propidnico que
foi detectado em baixas concentragoes.

Paredes et. al (2022) produziram uma bebida fermentada de kefir, obtida a partir de suco
da mistura de maca, morango, cenoura ¢ beterraba, avaliando os efeitos das concentragdes dos
graos de kefir (1, 2, 3 ¢ 4%) e tempo de fermentacao (12, 24 ¢ 48 horas). Os autores analisaram
as quantidades de acidos organicos formados como, lactico, acético, citrico, succinico e malico
e relataram que houve aumento significativo de acido lactico com o tempo de fermentagdo e
concentragdo de graos utilizados, portanto, em maior tempo e concentragdo de graos, o teor do
acido atingiu 3,25g/L. Os outros acidos, acético, citrico, succinico e malico, nessas mesmas
condi¢des atingiram as concentracdes de 0,27, 0,53, 0,38 ¢ 1,76g/L.

A diversidade de 4cidos detectados no presente trabalho, podem ser explicados pelo
consorcio microbiano, que metaboliza a sacarose do meio produzindo varios acidos (Jayabalan
et. al, 2007). De acordo com Coelho et. a/ (2020) e Martinez Leal et. al/ (2018), esses acidos
organicos possuem propriedades antibacterianas que podem evitar que bactérias patogénicas
contaminem a bebida.

Outro componente encontrado nas bebidas foi o glicerol, nas concentragdes de
0,56+0,02, 0,42+0,01, 1,11+0,03 e 1,22+0,02g/L, para as metodologias de Canakapalli,
Sulistyarsi et. a/, Baudar e Katz, respectivamente. Além de etanol, o glicerol € um dos principais
produtos da fermentacdo por leveduras, podendo ter seu aumento durante o processo
fermentativo associado ao aumento da populagdo de leveduras (Miguel et. al, 2012). Por ser
um polidlcool viscoso, com leve sabor adocicado, ele contribui principalmente para o corpo em
bebidas fermentadas, responsavel por intensificar o sabor doce e suprimir a rugosidade
percebida além de aumentar a retencdo de sabor desagradavel influenciando na volatilidade do
aroma. Além disso, em situagdes de estresse osmotico, provocado, por exemplo, por elevadas
concentragdes de agucares, o glicerol ¢ o principal soluto produzido pela célula como forma de
contrabalancar a pressdo osmotica externa. Tal fato pode explicar as maiores quantidades de
glicerol encontradas, neste trabalho, nas bebidas que continham maiores teores de aglcares,
Baudar e Katz (Omori et. al, 1995; Scanes et. al, 1998; Peleg et. al, 1999; Jones et. al, 2008;
Zhao et. al, 2015).
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5.2.2.4 Fendlicos totais

O poder antioxidante em alguns alimentos pode ser atribuido ao seu teor de compostos
fenodlicos totais. A Figura 5.15 mostra o grafico dos valores encontrados de fendlicos totais
equivalentes, em mg de acido gélico por mL de amostra, para as bebidas fermentadas neste

estudo, de acordo com cada metodologia.

Figura 5.15 - Fenolicos totais equivalentes a mg de acido galico (mg AGE/ mL de amostra).
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Nao ha evidéncia suficiente de que médias seguidas por uma mesma letra maiiscula (tempo de fermentacao) ou
minuscula (metodologia) diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade de erro. Barras
representam o desvio padrdo das médias. C.V. =4,14%.

Ao analisar o grafico pode-se concluir que a quantidade de fendlicos nao difere nas
bebidas com 3 e 30 dias de fermentacao. Pode observar também que com 3 dias de fermentagao
a metodologia de Canakapalli (2019) foi a que apresentou maior quantidade de fenolicos que
as demais, que se mantiveram iguais entre si, enquanto com 30 dias de fermentacdo nao houve
diferenca na quantidade de fendlicos de uma metodologia para outra, mantendo-se iguais.

Segundo Hernandez et. al (2006) e Pacheco et. al (2022), na fermentagao malolatica
ocorre uma reorganiza¢do da composi¢do quimica das bebidas que, além do aumento de pH e
reducdo de acidez, o que contribui para o sabor, ocorre a evolucio do perfil fendlico. Neste

trabalho, apesar da queda da acidez e aumento de pH em algumas bebidas, nao houve evolugao
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significativa dos valores de fenolicos indicando aumento com o tempo de fermentacdo,

contrariando assim a ocorréncia de uma fermentagdo malolatica completa.

5.2.3 Anadlises microbioldgicas

A quantificacdo de bactérias e leveduras totais das bebidas fermentadas ¢ descrita pela
Tabela 5.6, em UFC/mL. Pode-se notar que a presenca de leveduras brancas gelatinosas e
opacas nas bebidas se encontram em maior quantidade que as bactérias, para todas as
metodologias. Segundo Ramos ef. al (2010), ocorre uma associacdo simbidtica entre as
bactérias mesofilas coexistentes, as bacterias acido lacticas (LAB) e leveduras durante a
fementacdo espontanea para produgao de bebidas fermentadas. As LAB sdo tolerantes a 4acidos
e muitas vezes dominam a fermentacdo de cereais e hortalicas, principalmente devido a sua
capacidade de transportar e metabolizar diferentes carboidratos (McDonald, Fleming e Hassan;
1990). Porém, o crescimento de leveduras em alimentos e bebidas fermentados, ¢ favorecido
pela acidificacdo do ambiente por bactérias, e o crescimento de bactérias ¢ estimulado pelsa
presenga de leveduras, que podem fornecer fatores de crescimento como vitaminas, nitrogénio

soluvel e outros compostos (Nout & Sarkar, 1999).

Tabela 5.6 - Quantificacdo de bactérias e fungos totais nas bebidas fermentadas.

Metodologia Bactérias totais Leveduras totais
Canakapalli 1,9x10% UFC/mL 5x10° UFC/mL
Sulistyarsi et. al 7x10° UFC/mL 2x10% UFC/mL

Baudar 3,7x10* UFC/mL 1,4x107 UFC/mL
Katz 5,9x10° UFC/mL 1x10° UFC/mL

Dwiloka et. al (2020) fizeram a ginger ale com a substitui¢ao do agucar branco para o
acucar de palma em concentracdes de 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, para comparacao em
diversas de caracteristicas fisico-quimicas como pH, acucares totais, teor alcoolico além da
contagem de micrdbios totais. Os autores identificaram e quantificaram a levedura
Saccharomyces cerevisiae em 1,29x10° UFC/mL.

Garofalo et. al (2020) estudaram a dindmica microbiana que ocorre durante a producao
de kefir de cinco grdos coletados na Bosnia e Hierzegovina e caracterizaram as bebidas
produzidas quanto aos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos. Os autores encontraram

nas bebidas fermentadas bactérias acido lacticas e acéticas a 10® UFC/mL e leveduras a 10°
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UFC/mL. Canakapalli (2019) que produziu a ginger beer quantificou 10° UFC/mL para
leveduras em suas bebidas, porém nao foi sequenciado o DNA para identificacao.

Podemos observar que a quantifica¢do das culturas presentes nas bebidas deste trabalho
ndo se distancia da encontrada em alguns estudos de outras bebidas fermentadas como
kombuchas e kefir.

Ja Bromley e Perry (2022) fizeram uma bebida de kombucha com chéd preto e
constataram que apos 8 dias da fermentagao, a viabilidade Lacticaseibacillus spp. diminuiu
apresentando valores entre 10! e 10° UFC/mL, sendo observado um decréscimo populacional
consideravel por volta do sexto dia de acidificagao.

Quanto aos probiodticos, foram encontradas bactérias acido laticas (LAB) como
Lactobacillus e Streptococcus em todas as bebidas produzidas, porém em quantidades menores
que 10° para ser considerada como bebida probidtica em potencial (Matei ez. a/, 2018; Marco
et. al 2021). Essas bactérias produzem acido latico como principal produto metabdlico da
fermentagdo e a acidificagdo inibe o crescimento de agentes de deterioragdo, além da produgao
de bacteriocinas proteicas por varias cepas de LAB o que fornece um obsticulo para a
deteriora¢do e microrganismos patogénicos (Reuben et. al, 2020 e Kim et. al, 2022). Além
disso, o acido latico e outros produtos metabolicos contribuem para o perfil sensorial e textural

do alimento. A quantificacao dessas bactérias € apresentada na Tabela 5.7, em UFC/g.

Tabela 5.7 - Quantificagdo de bactérias probioticas: Lactobacillus e Streptococcus.

Metodologia Lactobacillus Streptococcus
Canakapalli 4,0x10° UFC/g 5,7x10° UFC/g
Sulistyarsi et. al 2,5x10* UFC/g 3,2x10° UFC/g
Baudar 4,3x10° UFC/g 4,1x10° UFC/g
Katz 3,7x10* UFC/g 2,9x10? UFC/g

Canakapalli (2019), em seus estudos de produc¢do da ginger beer, detectaram a presenga
de bactérias com potencial probidtico em suas bebidas do género Lactococcus, porém o autor
ressalta que a quantidade foi minima e que desempenharia um pequeno papel na bebida se fosse
considerada probidtica.

Sulistyarsi et. al (2022) também encontraram bactérias probioticas acido lacticas na
ginger ale, Lactobacillus, Streptococcus € Micrococcus observadas por meio de coloracao de
gram e identificacdo macroscopica e microscopica. Os Lactobacillus sdo bactérias gram

positivas, se colorem de roxo no teste da coloracdo de Gram, em forma de bastonetes enquanto


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacteriocinas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_patog%C3%A9nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Propriedade_organol%C3%A9ptica
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os Streptococcus possuem formato redondo e podem formar longas cadeias redondas ou podem
ficam sozinhos. Ambas as bactérias também foram detectadas nas bebidas deste trabalho.
Quanto a caracterizagdo microscopica, as placas de contagem de bactérias das bebidas,
com meio PCA e coloracdo de Gram, apresentaram, assim como os starters, bactérias gram
positivas em formato de bacilos e cocos, como os Lactobacillus e Streptococcus detectados e
quantificados, com desenvolvimento de leveduras, em formatos circulares maiores e ovaladas

em brotamento, como mostra a Figura 5.16.

Figura 5.16 - Representacdo microbiana das placas das bebidas: bactérias gram positivas em

bacilos e cocos com interferéncia leveduriforme, independente da bebida. Microscdpio com

objetiva de imersao (100x).

Fonte: Autora

Na visualizagdo microscopica das placas com meio de PDA (Figura 5.17) observou-se
esporos de leveduras nas formas circulares e ovaladas, com formagao de brotos e a presenca de

leveduras com pseudohifas, como as observadas nos starters.
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Figura 5.17 - Visualiza¢do microscopica de células de leveduras coradas com lactofenol de

algodao, independente da bebida. Microscopio com objetiva de imersao (100x).

Fonte: Autora

Assim como nos starters, as imagens obtidas das leveduras foram comparadas com
imagens obtidas em atlas de microbiologia para possivel identificacdo (Ellis e Kidd, 1998;
Tomé e Marques, 1999). As espécies de leveduras encontradas nas bebidas (Figura 5.16)
apresentam muita semelhanga aquelas vistas nos sfarfers anteriormente, assim como as
bactérias gram positivas vistas na Figura 5.15, foram responsaveis por toda a fermentagdo e se
mantiveram integras nas bebidas. Logo, as imagens obtidas das leveduras foram comparadas
com imagens obtidas em atlas de microbiologia para possivel identifica¢do, o formato das
leveduras nas placas sdo circulares, esbranquigadas brilhosas, lisas e opacas, e se assemelham
a Wickerhamomyces anomala, Saccharomyces cerevisiae, Cutaneotrichosporon curvatus,
Rhdotorula Glutinis e Candida glabrata, assim como nos starters.

Foram feitas também as andlises microbioldgicas para verificagdo da qualidade
higiénico sanitaria da bebida, Coliformes totais, e a 45°C, e Salmonella, conforme a Instrucao
Normativa IN n° 161/22 (Brasil, 2001; Power e Johnson, 2009). As bebidas nio apresentaram
contagem para Salmonella. Quanto aos Coliformes totais, no primeiro teste, o presuntivo, houve
uma duvida quanto a formagdo de gas em tubo de Durham, o que indicaria fermentagdo ativa,
mas logo em seguida foi confirmado a auséncia dessas bactérias nas bebidas pelo teste

confirmativo.


https://nutrisafety.com.br/wp-content/uploads/2022/07/Instru%C3%A7%C3%A3o-Normativa-IN-n%C2%BA-161-de-01-de-julho-de-2022.pdf
https://nutrisafety.com.br/wp-content/uploads/2022/07/Instru%C3%A7%C3%A3o-Normativa-IN-n%C2%BA-161-de-01-de-julho-de-2022.pdf
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5.2.4 Estudo e comparacgdo das metodologias das culturas iniciais utilizadas para producdo

da bebida em maior escala

O intuito principal do presente trabalho foi a produgdao de bebida nao alcoodlica
fermentada por cultura presente no gengibre, portanto o critério considerado mais relevante
para a escolha da metodologia a ser utilizada para as culturas iniciais, ginger bug, para a
producdo da bebida em escala maior, foi o teor alcodlico. Diante do exposto, as metodologias
utilizadas para producdo dos starters que atenderam ao objetivo foram Canakapalli (2019) e
Sulistyarsi et. al (2022), que produziram bebidas com teores alcodlicos de 0,39%v/v e
0,44%v/v. Além disso, apds o 15° de armazenamento as bebidas continuaram nesta
classificagdo, com teores de 0,45%v/v e 0,46%v/v, como visto nos topicos anteriores. A
metodologia de Sulistyarsi et. al, além de apresentar baixo teor alcodlico na cultura inicial e a
bebida produzida com teor alcodlico, abaixo de meio por cento em volume, sendo classificada
como nao alcoolica, os teores de acidos organicos encontrados como, acético e lactico, também
foram mais baixos. Outro fator relevante € o ponto de vista financeiro, a metodologia se mostra
a mais vantajosa e econdmica uma vez que seu processo ¢ feito por batelada ndo alimentada
por menor periodo. Portanto, a metodologia de Sulistyarsi et. a/ (2022) foi a escolhida para

realizagdo da analise sensorial.

5.2.5 Analise sensorial

A analise sensorial desempenha um papel essencial no desenvolvimento e sucesso de
um novo produto, pois a ferramenta permite compreender a percep¢ao dos consumidores ao
interagir com o produto. A metodologia de Sulistyarsi et. al (2022) foi a escolhida para
producao da bebida fermentada ndo alcodlica para sensorial pois, além da economia de tempo
e financeira, foi um dos starters que apresentou menor teor de alcool para producao da bebida.

A Tabela 5.8 mostra os resultados da escala hedonica estruturada com 9 pontos (1 =
desgostei muitissimo e 9 = gostei muitissimo), e as médias permaneceram entre os escores 7 €

8, “gostei moderadamente” a “gostei muito”, respectivamente, para todos os parametros.

Tabela 5.8 - Valores obtidos da escala hedonica estruturada de 9 pontos.

Aparéncia Cor Textura ~ Aroma Sabor Modo Geral
Pontos 7,62 7,47 7,84 7,13 7,71 7,78

(%) 84,7% 83,0% 87,1% 79,2% 85,7% 86,4%
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Com esses dados percebeu-se a satisfacdo dos participantes ao consumirem a bebida
fermentada, uma vez que ela foi muito bem aceita por mais de 79% dos provadores. Os
comentarios positivos sobre a bebida se destacaram e ela foi comparada a bebidas
industrializadas ja existentes no mercado como, Schweppes Citrus e Sprite. Comentarios nao
satisfatorios relataram uma bebida mais 4cida e menos doce. A Figura 5.18 mostra a avaliagao

quanto a intencao de compra de bebida fermentada produzida neste trabalho.

Figura 5.18 - Avaliagdo da inten¢do de compra da bebida fermentada.

= Certamente compraria
u Possivelmente compraria
Talvez comprasse/talvez ndo comprasse
® Possivelmente ndo compraria
® Certamente ndo compraria

A avaliacdo da intengdo de compra das bebidas, em escala mista estruturada de 5 pontos,
mostrou que 58% das pessoas que participaram certamente comprariam o produto e outras 31%
possivelmente comprariam. Apenas 6% das pessoas relataram que talvez comprariam ou talvez
nao comprariam e 5% possivelmente ndo comprariam. Nenhum dos provadores relatou que
certamente nao compraria o produto. Desta forma, a bebida apresentada neste trabalho mostra-
se promissora uma vez que, além de segura para consumo, se mostrou muito apreciada pelos
provadores.

Outras bebidas fermentadas ndo alcodlicas, como a kombucha, também apresentaram
notas boas quanto a gosto e boa aceitabilidade pelos provadores.

Zou et. al, (2021) fizeram a andlise sensorial da kombucha feita com cha de Zijuan, uma
cultivar rica em antocianinas representativa na China, para comparagdo em relagdo a
preferéncia da kombucha feita com cha preto e cha verde. As bebidas foram avaliadas por uma
equipe treinada de 8 jurados, entre 23 e 50 anos. Foi utilizada a escala de 9 pontos para sabor,
odor, cor e aceitabilidade das bebidas. Os autores relataram que a pontuagdo para o sabor da

bebida feita com Zijuan foi 6,7, sendo 5,8 e 4,0% inferior as bebidas feitas com cha preto e
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verde, respectivamente. Quanto a pontuagao para odor, a kombucha feita com Zijuan teve nota
7,1, sendo 4,5% menor que a bebida obtida para a kombucha de cha verde e 10% maior que a
de cha preto. Quanto a cor, a bebida nova obteve pontuagdo de 8,4, representando 17% maior
que as outras bebidas, devido a cor atraente rosa salmao pouco frequente em bebidas de chas.
De modo geral, a nova bebida produzida apresentou a pontuagdo mais alta em aceitabilidade,
com nota 7,7 entre as trés bebidas de kombucha analisadas.

Xiong et. al (2024) ao desenvolverem uma kombucha utilizando alcaguz e gengibre,
como matérias-primas alternativas para o preparo das bebidas fermentadas, analisaram
sensorialmente a bebida. A qualidade sensorial da bebida foi avaliada por um painel de 8
individuos do departamento de nutri¢do da escola de saude publica da Universidade Sun Yat-
Sen, envolvendo odor, cor, sabor e aceitabilidade geral em escala de 9 pontos. Para a bebida de
alcaguz a maior pontuacao foi para cor, proximo de 7, para odor esteve proximo a 6,8, sabor
em torno de 6,5 e aceitabilidade geral 6,6. A kombucha de gengibre, sem residuos, apresentou
pontuacao proximo a 6,5 para cor, odor em torno de 7 e proximo de 6,8 para o gosto, quanto a

aceitabilidade geral foi 6,5.

6 CONCLUSAO

A metodologia Sulistyarsi et. al (2022) foi a que se mostrou mais vantajosa para utilizacao
como cultura fermentadora pois, além da economia de tempo e financeira, devido ao processo
batelada ndo alimentada em espaco menor de tempo (durante quatro dias), € a contagem de
bactérias e leveduras satisfatoria como cultura inicial, também foi um dos starters que
apresentou menor teor de alcool para produgdo da bebida. As caracteristicas fisico-quimicas
das bebidas, como pH e acidez, obedeceram as normalidades da IN N°41 de 2019, que
estabelece o Padrao de Identidade e Qualidade da Kombucha, e IN N°34 de 2012, que
estabelece padroes para Bebidas fermentadas de Frutas. As bebidas obtidas pelas metodologias
de Canakapalli (2019) e Sulistyarsi et. al (2022) se classificaram como bebidas ndo alcoolicas
até o 15° dia de armazenamento sob refrigeracdo, além de maiores quantidades de fendlicos.
Os reatores de garrafas PET apresentaram-se totalmente rigidos e seguros ao terceiro dia de
fermentagdo. Todas as bebidas continham bactérias de potencial probidtico como Lactobacillus
e Streptococcus, porém em quantidades ndo satisfatorias para se caracterizarem como sendo
bebidas probioticas. As bebidas também foram consideradas seguras para o consumo, uma vez
que nao apresentaram contagens de Coliformes totais, e a 45°C, pelo teste de tubos multiplos e

Salmonella por Reveal® 2.0.
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A bebida apresentada como ndo alcoodlica teve notas bastante altas na analise sensorial,
tanto na escala de gosto quanto na escala de intengdo de compra, o que a torna uma bebida
bastante promissora pois, além de muito bem aceita e segura para consumo, ela apresenta uma

forma de refrigerante saudavel que pode ser consumido por pessoas de todas as idades.
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