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RESUMO

A alimentacdo saudavel é uma tendéncia que vem crescendo entre a populagcdo. Como uma
bebida saudavel e funcional, a kombucha apresenta grande potencial devido as suas variadas
propriedades benéficas. A kombucha € preparada a partir da fermentacdo de agUcares
adicionados em infusdes de chas, originando uma bebida carbonatada, leve e refrescante. Os
residuos da fermentacdo e do processo produtivo da kombucha podem nédo ser visualmente
agradaveis para alguns consumidores. Além disso, os microrganismos residuais da fermentacéo
continuam em constante atividade e geram instabilidade microbiolégica na bebida. Uma
alternativa para minimizar estas caracteristicas é a utilizacdo de processos de separacdo por
membranas. Membranas sdo barreiras que agem como filtros, retendo particulas e moléculas
maiores que seu tamanho de poro e permitindo a permeacao de particulas e moléculas menores.
Dentro deste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar processos de separacdo por
membranas de microfiltracdo (MF) e ultrafiltracdo (UF) em kombuchas, a fim de reduzir a
turbidez, a concentracdo de solidos suspensos e a quantidade de microrganismos residuais da
fermentacdo. Para atingir o objetivo proposto, as membranas foram compactadas e
caracterizadas quanto a permeabilidade hidraulica e ao fluxo de kombucha permeada. A
permeabilidade hidraulica obtida para a membrana de MF foi de 308,15 L-h™-m2-bar ! e para
amembrana de UF foi de 12,05 L-h"!-m2-bar" 1. Para ambas as membranas, o fluxo de
kombucha permeada reduziu com o tempo para cada pressao avaliada individualmente, devido
aos fendmenos de incrustagdo. Foram utilizados dois lotes diferentes de kombucha para o estudo: um
lote de kombucha ap6s o primeiro processo fermentativo (K1) e um lote de kombucha finalizada e
engarrafada (Kz). As amostras iniciais das kombuchas e as amostras ap0s os processos de filtragcdo
foram submetidas a analise dos parametros de turbidez, solidos suspensos e dissolvidos,
contagem microbiana, acidos organicos, pH, acidez volatil, grau alcodlico, agucares e avaliagcdo
organoléptica. A MF reduziu a turbidez da K1 em 96,41 % e da Kz em 95,93 %, e a UF reduziu
99,97 % da K1 e 81,74 % da K». Os solidos suspensos foram reduzidos em 66,40 % com a MF
e 93,06 % com a UF para a Ky, e para a K> houve reducéo de 60,75 % com a MF e 17,72 %
com a UF. Os microrganismos apresentaram reducéo de 58,33 % com a MF e 15,63 % com a
UF na Kz. As kombuchas ap6s MF e UF apresentaram-se visualmente mais clarificadas. Os
demais parametros avaliados ndo sofreram alterac@es significativas com a realizacdo dos PSM.
Ambas as filtracbes removeram parte dos sélidos suspensos e dos microrganismos sem
prejudicar a qualidade e os beneficios da kombucha, comprovando que as técnicas de filtracdo
por membranas foram eficientes para a finalidade proposta.

Palavras-chave: bebidas funcionais, fermentacédo, microfiltracéo, ultrafiltracdo



ABSTRACT

Healthy eating is a growing trend among the population. As a healthy and functional drink,
kombucha has great potential due to its many beneficial properties. Kombucha is prepared from
the fermentation of add sugars in teas infusions, resulting in a carbonated, light and refreshing
drink. Residues from the fermentation and production process of kombucha may not be visually
pleasing to some consumers. In addition, residual microorganisms from fermentation continue
to be in constant activity and result in microbiological instability in kombucha. An alternative
to minimize these characteristics is the use of membranes separation processes. Membranes are
barriers that act as filters, retaining particles and molecules larger than their pore size and
allowing smaller particles and molecules to permeate. In this context, this study aimed to
evaluate separation processes by membranes of microfiltration (MF) and ultrafiltration (UF) in
kombuchas, in order to reduce turbidity, suspended solids concentration and the amount of
residual microorganisms from fermentation. To achieve the proposed objective, the membranes
were compacted and characterized in terms of hydraulic permeability and kombucha permeate
flux. The hydraulic permeability of the MF membrane was 308.15 L-h"*-m2-bar? and
that of the UF membrane was 12.05 L-h"!-m2-bar?. For both membranes, the permeate
kombucha flux reduced with time for each pressure evaluated individually, due to fouling. Two
different batches of kombucha were used for the study: a batch of kombucha after the first
fermentation process (K1) and a batch of finished and bottled kombucha (K2). The initials
samples of kombuchas and the samples after the filtration processes were submitted to analysis
of the parameters of turbidity, suspended and dissolved solids, microbial count, organic acids,
pH, volatile acidity, alcohol content, sugars and organoleptic evaluation. The MF reduced the
turbidity of Ky in 96.41 % and the turbidity of Kz in 95.93 %, and the UF reduced 99.97 % in
Kz and 81.74 % in K». Suspended solids were reduced by 66.40 % with MF and 93.06 % with
UF for Kz, and for K, there was a reduction of 60.75 % with MF and 17.72 % with UF.
Microorganisms showed reduction of 58.33 % with MF and 15.63 % with UF in Kz. The
kombuchas after MF and UF were visually clearer. The other parameters evaluated did not showed
significant changes with the performance of the PSM. Both filtrations removed part of the
suspended solids and microorganisms without harming the quality and benefits of kombucha,
proving that the techniques were efficient for the proposed purpose.

Keywords: functional beverages, fermentation, microfitlration, ultrafiltration
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1 INTRODUCAO

Uma vida saudavel, aliando salde fisica, bem estar mental e estética, &€ um estado de
equilibrio muito buscado por grande parte da populacdo. A tendéncia de consumo de produtos
minimanente processados, sem aditivos, com alto valor nutricional e com beneficios para a
salde motiva as pessoas a buscarem beneficios e funcionalidades em alimentos e bebidas. Os
alimentos funcionais sdo aqueles que possuem o diferencial de oferecer beneficios a satde fisica
e mental.

Entre as bebidas funcionais, existe a kombucha. Essa bebida é preparada a partir da
fermentacdo de agucares adicionados em infusdes de cha e apresenta inimeros beneficios ao
corpo humano (ISMAIEL et al., 2016). A kombucha é classificada como uma bebida probidtica
por conter microrganismos Vivos em sua composigéo, e vem sendo cada ano mais consumida
no mundo, de acordo com a Kombucha Brewers International (KBI, 2022), e no Brasil, segundo
a Associacdo Brasileirade Kombucha (ABKOM, 2022). Ha alguns anos n&o era tdo popular, mas
seu consumo e producgédo vém apresentando uma tendéncia de crescimento devido a mudancas
na alimentagédo da sociedade. Seu potencial de pesquisa e inovacdo engloba uma grande gama
de processos.

Apos a fermentacdo, € comum um excesso de microrganismos ficar retido na bebida.
O mesmo ocorre com outros solidos suspensos residuais. 1sso resulta em uma bebida com
aspecto turvo, o que para alguns consumidores ndo € muito agradavel visualmente. Além disso,
uma grande quantidade de microrganismos acarreta em uma maior instabilidade
microbioldgica, o que reduz o prazo de validade do produto armazenado. A maioria das
kombuchas comercializadas atualmente, no entanto, ndo utiliza tecnologias para remocao
dessas particulas.

Como alternativa para desenvolver um produto mais estdvel e para que 0s
consumidores apreciem a kombucha sem se preocupar com a turbidez aparente e os sélidos
presentes, surge o potencial de aplicacdo de técnicas de separacdo. Uma bebida mais limpida é,
muitas vezes, mais atrativa e estimula a compra e o consumo da populacdo. A kombucha com
menor quantidade de microrganismos presentes € vantajosa em relagdo a kombucha original
por reduzir ou desacelerar o processo fermentativo, tornando a bebida microbiologicamente
segura e permitindo que seja armazenada por mais tempo refrigerada e, principalmente, em
temperatura ambiente. E importante que no final do processo a kombucha ainda contenha
microrganismos em sua composi¢do, para manter as propriedades probioticas originais que

fornecem beneficios ao consumidor.
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Uma técnica de separacdo aplicavel é o processo de separagdo por membranas, um
método ja empregado em diversos ramos da industria. Ja é explorada a utilizacdo de membranas
de microfiltracdo e ultrafiltracdo em indUstrias de bebidas para filtracdo, clarificacdo ou
remocao de alguns compostos presentes. Nessa técnica, a membrana funciona como uma espécie
de filtro que remove componentes de interesse de uma mistura. E importante que 0 processo nio
remova 0s compostos benéficos da bebida, preservando seus atributos positivos. A utilizacdo
de membranas € uma opcao que se destaca pela simplicidade, rapidez e baixo custo.

Pela popularidade da kombucha ser recente, existem ainda poucos estudos envolvendo
esse tema. Toda e qualquer pesquisa € promissora por se tratar de um assunto pouco discutido
academicamente. E importante conhecer seu processo de fabricacdo, bem como os inGmeros
beneficios que seu consumo propicia. Por isso, 0 estudo de métodos de otimizacdo do processo
e do produto é relevante para 0 meio académico e para 0 meio industrial. Além disso, a aplicagdo
de processos de separacao por membranas na filtracdo de kombuchas € um assunto que até hoje
foi pouco discutido e sua aplicacdo industrial ndo é conhecida.

A unido entre uma tecnologia tradicional ja empregada na industria de bebidas e uma
bebida que esta em ascensdo no mercado é um tema potencialmente inovador. Diante deste
contexto, este trabalho visa avaliar processos de separagdo por membranas para filtracdo de
kombuchas como alternativa para reduzir a concetracdo de sélidos, a turbidez e a quantidade
de microrganismos residuais da fermentacéo, de forma que a qualidade e as propriedades fisico-

quimicas ndo sejam prejudicadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar métodos de separacdo por membranas na filtracdo de kombuchas para reduzir
a concentracdo de sélidos, a turbidez e a quantidade de microrganismos residuais da

fermentacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a compactagdo de membranas de microfiltragio e ultrafiltracéo e caracteriza-
las quanto a permeabilidade hidraulica e ao fluxo de kombucha permeada.

Avaliar a eficiéncia dos processos de microfiltracdo e ultrafiltracdo na reducdo dos
solidos suspensos, dos microrganismos residuais e da turbidez e definir qual dos dois € a melhor
alternativa.

Verificar se os demais parametros analiticos avaliados (sélidos dissolvidos, acidos
organicos, pH, acidez volatil, graduacdo alcoolica e agucares) sofreram modificacdes com o0s

processos de microfiltracdo e ultrafiltracao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 KOMBUCHA

A kombucha é uma bebida fermentada originaria do Oriente consumida ha milhares
de anos (AMARASINGHE et al., 2018; ANSARI et al., 2017; PURE & PURE, 2016). A
origem da kombucha é incerta, mas acredita-se que surgiu na China em 221 a.C., como o cha
da imortalidade. Mais tarde, em 414 d.C., um médico chamado Kombu levou a bebida para o
Japdo como um medicamento para curar problemas digestivos do imperador Inkyo. O cha do
Kombu pode entdo ter dado origem ao nome kombucha. No inicio do século XX, com a
expansdo das rotas comerciais, a kombucha chegou ao ocidente (BRUSCHI et al., 2018).

Kombucha ¢ definida pela legislagdo como “a bebida fermentada obtida através da
respiracao aerobia e fermentacao anaerdbia do mosto obtido pela infuséo ou extrato de Camellia
sinensis e aglcares por cultura simbidtica de bacterias e leveduras microbiologicamente ativas
(SCOBY)” (BRASIL, 2019).

A kombucha é uma bebida efervescente e refrescante e possui sabor acido,
carbonatado e doce. Deve ser armazenada sob refrigeracédo e servida gelada (MARTINI, 2018;
BRUSCHI et al., 2018; VITAS et al., 2018). De acordo com Dimidi e colaboradores (2019),
h& uma grande variedade de kombuchas disponivel comercialmente.

De acordo com 0 Google Trends, a ferramenta do Google que avalia as tendéncias de
pesquisa dos usudrios, a busca pelo termo “kombucha” no Brasil vem aumentando desde 2016,
como mostra a Figura 1. A regido Sul do Brasil € a que se mostra mais interessada pela bebida,
sendo Santa Catarina o estado do Brasil com maior nimero de pesquisas, seguida pelo Rio
Grande do Sul e, em terceiro lugar, Parana. A Figura 2 ilustra o crescimento das pesquisas
relacionadas a kombucha no Rio Grande do Sul (GOOGLE TRENDS, 2022).
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Figura 1. Grafico do crescimento de pesquisas no Google relacionadas a kombucha no Brasil no
periodo de 2016 a 2022 (GOOGLE TRENDS, 2022).
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Figura 2. Gréfico do crescimento de pesquisas no Google relacionadas a kombucha no Rio Grande do
Sul no periodo de 2016 a 2022 (GOOGLE TRENDS, 2022).

A kombucha vem aumentando sua popularidade devido a suas propriedades funcionais
(BHATTACHARYA et al., 2016). A categoria de produtos funcionais inclui alimentos
naturais, inteiros, processados, fortificados, enriquecidos ou aprimorados que fornecem
beneficios para a satde fisica e mental além da nutri¢do basica. Os beneficios sdo causados pela
presenca de componentes biologicamente e fisiologicamente ativos (KIM & ADHIKARI,
2020; WATAWANA et al., 2015c).

O mercado de bebidas funcionais € um segmento de répido crescimento no mercado,
e 0s produtos probidticos e simbidticos ocupam uma parcela importante desse setor (KIM &
ADHIKARI, 2020). A legislacdo define probidtico como “microrganismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a saude do individuo”
(BRASIL, 2018). Algumas referéncias definem quantidades minimas de microrganismos para
serem consumidos em doses diarias, mas os valores variam conforme a literatura. Saad (2016)
aponta uma concentragdo minima de 10” UFC-mL™, e Riquette (2013) e Jardim (2012) alegam
um minimo de 108 UFC-mL™. Jardim ainda menciona que essa é a quantidade ideal de
microrganismos para um produto probidtico pronto para o consumo, apesar de quantidades
inferiores serem aceitas desde que comprovada a propriedade probidtica dos microrganismos.
Um produto, para ser considerado probidtico, ndo pode passar por processos que inviabilizem
ou removam totalmente os microrganismos presentes. A maioria dos produtos probioticos séo
de origem lactea. Bebidas probioticas a base de plantas, como a kombucha, sdo consideradas
Otimas alternativas também para o pablico vegano (SANTOS, 2016).

Segundo pesquisa realizada por Bruschi e colaboradores (2018), as exigéncias do
consumidor em relacdo a escolha de alimentos e bebidas sdo movidas por basicamente 5 fatores:
sensorialidade e prazer; saudabilidade e bem-estar; conveniéncia e praticidade; confiabilidade
e qualidade; e sustentabilidade e ética. No quesito de salde e bem-estar, 0s produtos funcionais

vém se destacando no mercado.
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A kombucha é o produto de maior crescimento no mercado de bebidas funcionais,
além de ser uma das bebidas fermentadas de baixo teor alcodlico mais populares do mundo
(KAPP & SUMNER, 2019). Devido aos seus inumeros beneficios, a kombucha também é
conhecida popularmente como bebida viva, bebida milenar,elixir da vida e liquido energizante
e revigorante (BRASIL, 2019).

A primeira kombucha a ser comercializada foi em 1990 nos Estados Unidos. Desde
entdo, a indlstria do ramo estad em constante expansdo. A partir da década de 2010, empresas
multinacionais de bebidas como PepsiCo e Coca-Cola comegaram a investir no mercado de
kombucha, adquirindo empresas fabricantes da bebida para fazerem parte de seu portfélio
(SOTO et al., 2018). Com o crescimento do segmento, em 2014 foi criada a KBI (Kombucha
Brewers International), uma organizacdo sem fins lucrativos estabelecida para auxiliar os
produtores de kombucha com processos, regulamentos e legislacdes (KIM & ADHIKARI,
2020). No Brasil, o mercado ainda é limitado. A ABKOM (Associacdo Brasileira de
Kombucha), fundada em 2018, conta com 25 produtores associados. De acordo com a
associagéo, que objetiva padronizar os processos produtivos da bebida, o mercado de kombucha
ja movimentou 18,9 milhdes de reais em faturamento, com 1,6 milhdes de litros produzidos e
comercializados em 5553 pontos de venda (ABKOM, 2022).

Uma pesquisa realizada por Sousa e colaboradores (2020) com 262 pessoas constatou
que a maior parte dos consumidores de kombucha sdo do sexo feminino (82,10 %), com faixa
etaria entre 21 e 30 anos (40,5 %), renda mensal entre 1 e 2 salarios minimos (31,3 %) e com
pos-graduacdo como nivel de escolaridade (33,6 %). 71,3 % dos entrevistados afirmaram saber
0 que é uma bebida probidtica, 52,67 % tinham conhecimento dos beneficios da kombucha e
50,76 % conheciam o processo de fabricacdo da bebida.

Estudos sobre kombucha estdo em constante ascensdo. De acordo com a base de dados
da Scopus (2021), um banco de dados de publicacdes académicas, as pesquisas cientificas
relacionadas a kombucha apresentam crescimento desde o ano de 2000. A Figura 3 mostra o

avanc¢o do numero de publicacdes envolvendo kombucha no ambito mundial.
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Figura 3. Gréafico das publicagcdes em funcdo do ano sobre kombucha no mundo (SCOPUS, 2021).

3.1.1 Matérias-primas para produc¢do de kombucha

Os ingredientes obrigatorios para a producdo de kombucha séo agua potavel, infusao
de cha preto (Camellia sinensis), acucares e uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras
(SCOBY) (BRASIL, 2019). SCOBY ¢ a abreviacdo de Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeasts (ISMAIEL et al., 2016) e contém variados géneros e espécies de microrganismos
acomodados em uma matriz de celulose (PURE & PURE, 2016). A composi¢do microbiana do
SCOBY pode variar de acordo com fatores como a localizacdo geogréafica e o clima
(WATAWANA et al., 2015b).

Como ingredientes opcionais, a legislacdo permite a utilizacdo de espécies vegetais,
frutas e outras especiarias, acUcares de origem vegetal, gas carbdnico industrial, fibras,
vitaminas, sais minerais e outros nutrientes, bem como alguns aromatizantes, conservantes,
estabilizantes e corantes (BRASIL, 2019).

Apesar de ser tradicionalmente preparada com cha preto ou cha verde, a kombucha
pode ser produzida com qualquer outro tipo de cha, além de ervas, plantas medicinais, frutas,
vegetais, flores e algas (EBERSOLE et al., 2017; KIM & ADHIKARI, 2020; SOTO et al.,
2018). Dependendo da localidade e da vegetacdo, diferentes tipos de matérias-primas podem
estar disponiveis (WATAWANA et al., 2016).
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3.1.2  Processo de producéo de kombuchas

A Figura 4 mostra as principais etapas envolvidas no processo de producdo de
kombucha, detalhadas em seguida.

Agua + Cha Acticar + SCOBY

) Preparo do meio L .
Preparo do cha ~ Primeira fermentagéo
para a fermentacio

-
Fonte de acucar

S da fe tagdo |[«—— ;

( egunda fermentacdo (fruta, erva ou chd)

( Armazenamento

Figura 4. Processo de producdo de kombucha.

3.1.2.1 Preparo do cha

Primeiramente, uma infusdo € preparada adicionando-se cha em agua fervente. O
tempo de infusdo ideal para o cha é variavel, podendo variar de 2 a 10 minutos (BRUSCHI et
al., 2018). Apds o preparo desse substrato, o liquido € resfriado a temperatura ambiente. As
folhas do cha contidas na mistura, se houverem, podem ser filtradas em uma peneira e
descartadas (ANSARIet al., 2017). O cha no meio de cultivo fornece as fontes de nitrogénio
necessarias para as bactérias (WATAWANA et al., 2015c), além de ser a principal fonte de
polifenois (VITAS et al., 2018).

3.1.2.2 Preparo do meio para a fermentacao

A proxima etapa consiste em adicionar uma quantidade de acucar adequada para a
fermentacdo, normalmente sacarose. As propor¢des de insumos utilizados na preparacdo da
kombucha variam de acordo com a literatura, podendo ser utilizado cerca de 0,5 % (m/v) de
chd (SANTQOS, 2016) e uma quantidade de actcar de 5 a 20 % (m/v) do volume da infusdo
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(ANSARI et al., 2017; GAGGIA et al., 2018; LEAL et al., 2018; VAZQUEZ-CABRAL et al.,
2017).

Em seguida é acrescentado o SCOBY, composto pelos microrganismos (BRUSCHI et
al., 2018). Esses microrganismos interagem por meio do metabolismo cooperativo,
contribuindo para as caracteristicas da bebida final (VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

Para estimular o processo de fermentacdo, pode ser adicionado o chamado liquido
starter, que é uma parcela do cha antigo fermentado utilizado como acidificante, em proporc¢des
de 10 a 20 % (VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

3.1.2.3 Primeira fermentagéo

A mistura de ingredientes preparada é armazenada em local protegido da luz (ANSARI
et al., 2017). A faixa de temperatura ideal de fermentacdo e de desenvolvimento dos
microrganismos presentes é de 22 a 28 °C (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). O periodo de
fermentacao pode ser de 7 a 14 dias (KAPP & SUMNER, 2019; WATAWANA et al., 2015b).
A fermentacdo prolongada ndo é recomendada devido ao acumulo de acidos organicos, que
podem atingir niveis prejudiciais para o consumo direto (SOTO et al., 2018) e podem modificar
0 sabor da bebida de frutado e refrescante para excessivamente acido e avinagrado (ISMAIEL
et al., 2016). E importante definir e controlar as condicdes e parametros da fermentacdo para
garantir a obtencdo de um produto microbiologicamente estavel e com boa qualidade sensorial
e nutritiva (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Estudos comprovam que com o aumento da
temperatura e da concentragdo dos insumos, a taxa de fermentacdo e a concentracdo dos
produtos também aumentam. Por isso, o tempo ideal de fermentacdo depende dessas
caracteristicas do processo (DAMIN et al., 2021).

Durante a fermentacdo, em condicGes aerobicas, a sacarose, que atua como fonte de
carbono, é hidrolisada em glicose e frutose por meio da enzima invertase, derivada das
leveduras, conforme Equacdo 1 (MARTINI, 2018; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017;
WATAWANA et al., 2015c).

C12H22011 (sacarose) + H20 (agua) = CsH1206 (glicose) + CeH1206 (frutose) (Equacdo 1)

Em condigBes anaerobicas, as leveduras produzem etanol a partir da glicose e da

frutose, gerando também dioxido de carbono, conforme Equacdo 2 (MARTINI, 2018; NEFFE-
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SKOCINSKA et al., 2017; WATAWANA et al., 2015c). A presenca do gas carbonico é
observada pelas bolhas de gas presentes na bebida (ISMAIEL et al., 2016).

CeH120s6 (glicoserfrutose) =2 C2H50OH (etanot) + 2 CO2 (disxido de carbono) (Equacéo 2)

As principais leveduras encontradas na kombucha s&o aerdbias facultativas e, segundo
estudos, sdo do género Saccharomyces. Mas outros géneros podem também ser encontrados,
como Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Brettanomyces, Candida, Pichia,
Torulopsis, Kloeckera e Issatchenkia (LEONARSKI et al., 2021; WATAWANA et al., 2015c¢).

As bactérias dominantes no meio de cultura séo as bactérias de &cido acético (AAB),
sendo os principais géneros Acetobacter e Gluconobacter. As AAB séo resistentes a ambientes
de baixo pH e realizam a acidificagdo da bebida, metabolizando o etanol produzido pelas
leveduras em acido acético (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Alguns estudos identificaram
ainda a presenca de bactérias de acido latico (LAB) como Lactobacillus e Lactococcus (KAPP
& SUMNER, 2019) e de bacterias dos géneros Corynebacteriaceae (WATAWANA et al.,
2015¢), Enterobacter (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017), Rubrobacter, Komagataeibacter
(LEONARSKI et al., 2021) e Bacterium (AMARASINGHE et al., 2018). A oxidac¢éo do etanol
em acido acético é realizada conforme Equacéo 3. A reacao consiste na conversao do alcool em
acido carboxilico e agua (RASPOR & GORANOVIC, 2008).

C2HsOH (etanoty = CH3COOH (4cido acético) + 2 H20 (agua) (Equacdo 3)

O acido acético é o acido dominante produzido durante a fermentacdo, mas outros
acidos também sdo metabolizados (PURE & PURE, 2016). O é&cido glucdnico e o acido
glucurénico, por exemplo, sdo produzidos por meio da oxidacdo de certa parte da glicose
(TALEBI et al., 2017).

As bactérias acéticas presentes produzem como metabodlito secundario uma pelicula
celulésica sobre a superficie da bebida, na interface liquido-ar, que se destaca em relacdo a fase
liguida. Essa pelicula é conhecida como fungo do cha, possui uma certa quantidade de
microrganismos e € utilizada como o préprio SCOBY em producgdes posteriores. Ou seja, a
medida que novas peliculas vao sendo formadas, elas sdo retiradas e separadas para utilizacdo
na proxima fermentacdo (ANSARI et al., 2017; WATAWANA et al., 2015b).

O pH é um parametro importante, pois os valores de pH diminuem durante a

fermentacdo. Isso ocorre devido a producdo de &cidos (PURE & PURE, 2016). A medicdo do
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pH pode ser utilizada para controlar o curso da fermentacdo e determinar o final do processo.
Apesar de ndo haver um ponto final claro para a fermentacéo, um valor de pH de cerca de 4,2
é um nivel recomendado para encerrar o processo (LEAL et al., 2018). Além disso, a
concentragdo de ions hidrogénio é um fator que pode ativar ou inibir o desenvolvimento de
microrganismos. As bactérias presentes na kombucha se desenvolvem em pHs na faixa de 3,0
a 6,3, enquanto para as leveduras o pH 6timo é em torno de 4,5 a 6,5 (NEFFE-SKOCINSKA et
al., 2017; SHAHBAZI et al., 2018). E importante monitorar o pH da bebida para que n3o fique
abaixo de 2, evitando problemas gastrointestinais nos consumidores e garantindo uma bebida
sensorialmente agradavel (SUHRE, 2020). Outras varias propriedades bioquimicas sofrem
mudancas durante a fermentagéo, juntamente com mudangas nas comunidades microbianas
(CHAKRAVORTY etal., 2016). A fermentacdo pode ser controlada também em termos de sua
acidez volatil, verificando o parametro para obtencdo de uma bebida agradavelmente acida e
com um nivel de acidez volatil aceitavel para o consumo (WATAWANA et al., 2016).

A medida que a fermentacdo ocorre, a cor do liquido vai ficando mais clara em relagéo
a cor original, devido as alteracdes resultantes da acdo de enzimas microbianas sobre os
polifenois. Ao final do processo, as leveduras se encontram depositadas no fundo dos tanques
ou recipientes de fermentacdo (VITAS et al., 2018). Para melhoria da qualidade do produto, a
legislacdo permite a utilizacdo de tecnologias como filtracdo, pasteurizacdo e centrifugacéao
(BRASIL, 2019).

O mecanismo e a cinética das reaces quimicas envolvidas na producéo de kombucha
ainda sdo pouco relatados na literatura. O mesmo ocorre com 0s parametros do processo
produtivo, que variam de acordo com as matérias-primas utilizadas e suas concentracoes. Por
ser uma bebida produzida em sua maioria de forma artesanal, ndo ha muitos estudos e definicdes
sobre padronizacdo dos métodos e processos de producdo em escala industrial. As limitacdes
surgem justamente pelo processo ndo ser padronizado e controlado, o que gera produtos com
caracteristicas finais, composicdo microbiana e composicéo fisico-quimica diferentes entre si
(DAMIN et al., 2021).

3.1.2.4 Segunda fermentacdo

A segunda etapa do processo é realizada para saborizar e aumentar a carbonatacdo da
kombucha. Para isso, é adicionada uma nova fonte de aclcar a bebida. Podem ser utilizados

diferentes tipos de frutas, ervas ou chas, que sdo adicionados na kombucha e a mistura é mantida
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em temperatura ambiente por alguns dias, preferencialmente ja dentro das garrafas. Essa parte
do processo é uma segunda fermentacdo, pois nessa etapa as bactérias consomem o agucar
presente, produzindo gas carbénico (ANSARI et al., 2017). Os microrganismos do SCOBY
podem estar presentes na kombucha finalizada, sendo proibida a sua adi¢do ap6s 0 processo
fermentativo (BRASIL, 2019).

3.1.2.5 Armazenamento

Ao ser encerrada a carbonatacdo, a kombucha deve ser refrigerada. Se o produto néo
for armazenado e refrigerado adequadamente apés o fim do processo, a fermentacdo continuara
ocorrendo normalmente, o que gera uma grande quantidade de dioxido de carbono que aumenta
a pressdo da garrafa e pode gerar o rompimento da mesma (KIM & ADHIKARI, 2020). Uma
temperatura de cerca de 4 °C é ideal para reduzir a atividade de alguns microrganismos. A
refrigeracdo ndo encerra a fermentacéo, apenas desacelera o processo. Os microrganismos
presentes continuam realizando a fermentacdo, principalmente em temperatura ambiente,
tornando a kombucha uma bebida instavel microbiologicamente (DAMIN et al., 2021). De
acordo com pesquisas de Alencar e colaboradores (2015), o prazo de validade de kombuchas é
de 3 a 6 meses sob refrigeracéo, e cerca de 1 semana sob temperatura ambiente.

Para evitar a superproducdo de dioxido de carbono e de etanol e garantir a seguranca
alimentar, uma alternativa € realizar a pasteurizacdo do produto acabado. Pode-se tambem
adicionar cerca de 0,1 % de benzoato de sodio e 0,1 % e sorbato de potassio como conservantes
(WATAWANA et al., 2015b).

3.1.3  Composicéo e propriedades da kombucha

A fermentacdo é um método antigo utilizado muitas vezes para preservacdo de
alimentos, garantindo a seguranca alimentar. E um processo de transformacdo de matéria
realizada por microrganismos. Muitas mudancas bioguimicas ocorrem durante a fermentacéo,
o que modifica significativamente a composicdo do produto, podendo aprimorar suas
propriedades sensoriais e medicinais (ANSARI et al., 2017).

A kombucha é uma combinacdo complexa de diversos componentes e subprodutos

(KAPP & SUMNER, 2019). A composi¢do quimica e microbiana e a concentracdo de cada
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metabolito produzido na kombucha sdo variaveis, sendo dependentes do SCOBY utilizado, da
concentracdo inicial dos ingredientes, tipo de cha utilizado, condicGes da fermentacdo (tempo,
temperatura, ambiente e rotas metabolicas) (PURE & PURE, 2016) e, por fim, da matriz
variavel das frutas e especiarias adicionadas na segunda fermentacdo para saborizacdo
(SUHRE, 2020). Essas caracteristicas influenciam diretamente no sabor final do produto, no
seu valor nutricional e nas suas propriedades (GAGGIA et al., 2018; LEAL et al., 2018).

O Quadro 1 apresenta os principais componentes que podem estar presentes na
kombucha.

Acido acético

Acido glucénico

Acido glucurénico

Acido latico

Acido butirico

Acidos organicos | Acido propidnico

Acido malico

Acido citrico

Acido tartarico

Acido pirdvico

Acido carbbnico
Vitamina B1 (tiamina)
Vitamina B; (riboflavina)
Vitamina B3 (niacina)
Vitamina Bs (piridoxina)
Vitamina B2 (cobalamina)
Vitamina C (&cido ascorbico)
Etanol

Acucares (sacarose, glicose e frutose)
Polifenois

Dioxido de carbono
Fibras

Aminoacidos

Enzimas

Microrganismos

Cobre (Cu)

Ferro (Fe)

Minerais Manganés (Mn)

Niquel (Ni)

Zinco (Zn)

Fluoreto (F)

Cloreto (CI")

Nitrato (NO3))

Sulfato (SOx)

Quadro 1. Principais componentes da kombucha (KIM & ADHIKARI, 2020; WATAWANA et al.,
2015¢).

Vitaminas

Compostos gerais

Anions
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Apesar de ndo haver estudos in vivo em humanos sobre as propriedades e beneficios
da kombucha, apenas in vitro e in vivo em animais (KAPP & SUMNER, 2019), sabe-se que
seus efeitos benéficos sdo atribuidos a variedade de componentes ativos produzidos durante a
fermentacdo (ISMAIEL et al., 2016). Os &cidos organicos possuem atividade antimicrobiana e
evitam a contaminacao da bebida por bactérias e fungos patogénicos, além de possuirem acéao
antioxidante e desintoxicante. O principal acido presente na kombucha é o &cido acético. A
prevencdo contra patdégenos € eficaz contra bactérias dos géneros Escherichia, Bacillus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Aeromonas e Salmonella, e contra fungos como Aspergillus e
Penicillium (LEAL et al., 2018; SHAHBAZI et al., 2018).

Os polifendis, originarios do cha, favorecem as propriedades antioxidantes,
terapéuticas e desintoxicantes, aléem de contribuirem na acdo antimicrobiana
(BHATTACHARYA et al., 2016; LEAL et al., 2018; PURE & PURE, 2016; WATAWANA
et al., 2015c). As principais classes de polifenois envolvidos sdo flavonoides, acidos fenolicos,
catequinas e epicatequinas (VAZQUEZ- CABRAL et al., 2017). Os flavonoides,
especificamente, sdo importantes componentes anti-envelhecimento (WATAWANA et al.,
2016). Outra importante funcéo dos polifendis é a potencial protecdo contra o desenvolvimento
de alguns tipos de céancer, inibindo enzimas e interrompendo processos que resultam no
crescimento de células cancerigenas (LEAL et al., 2018).

A vitamina C possui forte atividade antioxidante. A vitamina Bz fornece beneficios
para a pele e atua na estimulacdo do colageno dentro das células, contribuindo na acéo anti-
envelhecimento (VITAS et al., 2018). Os minerais auxiliam no metabolismo e no equilibrio do
pH do corpo e da pressdo sanguinea. O etanol, presente em baixas concentracoes, auxilia na
prevencdo de doencas cardiovasculares, aléem de possuir atividade antibacteriana contra
patogenos (LEAL et al., 2018).

De forma geral, a kombucha ainda fortalece o sistema imunolégico do corpo e previne
alguns distarbios. Entre os efeitos mais benéficos pode-se destacar a regulagem da atividade
fisiologica do sistema gastrointestinal e das glandulas. O consumo da bebida facilita a digestdo
e a absorcdo de nutrientes e apresenta propriedades antibidticas, harmoniza o metabolismo,
diminui o colesterol sanguineo, reduzindo os riscos de doencas cardiovasculares, e purifica o
sangue (ANSARI et al., 2017). Além disso, oferece efeitos terapéuticos e sensacao de bem-
estar (WATAWANA et al., 2015c). Estudos abordam ainda a capacidade da kombucha de
melhorar a saude do cabelo, pele e unhas, reduzir a insdnia, aliviar dores de cabeca e reduzir o
estresse (AMARASINGHE et al., 2018).
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No que se refere & interagdo com a microbiota intestinal, a kombucha é classificada
como uma bebida simbidtica, que € uma combinagdo balanceada de probidticos com
prebidticos. Probidticos sdo microrganismos benéficos que auxiliam no equilibrio da flora
intestinal, melhoram a digest&o, estimulam o sistema imunolégico e agem contra o crescimento
excessivo de bactérias nocivas. Prebidticos sdo ingredientes nutricionais ndo digeriveis, como
carboidratos complexos e fibras, que sdo resistentes as enzimas intestinais e ajudam
seletivamente no crescimento e atividade dos microrganismos benéficos presentes no corpo
humano (WATAWANA et al., 2015a). Os principais microrganismos probi6ticos existentes na
kombucha sdo as bactérias do acido latico. Além disso, podem estar presentes na kombucha 0s
componentes pds-bidticos, que sdo produtos do metabolismo dos microrganismos que podem
reproduzir as propriedades e beneficios dos probidticos. Os principais compostos caracterizados
como pds-bioticos sdo alguns acidos organicos e seus derivados, como o butirato e o propionato.
E importante ressaltar que o caréter probidtico da kombucha é generalizado, sendo dependente
dos microrganismos presentes na bebida. Algumas kombuchas podem ndo possuir em sua
composicdo final a comunidade microbiana responsavel pelas propriedades probioticas
(WATAWANA et al., 2015b).

Os metabolitos secundéarios produzidos durante a fermentacdo tambem possuem sua
devida importancia. A celulose bacteriana, composta por fibrilas de celulose pura, se trata de
um biomaterial que possui diversas potenciais aplicacdes. E uma alternativa parasubstituico
da celulose vegetal, pois € um material cristalino de alta pureza, composto por um polimero
linear de alto peso molecular. E um polimero com elevada cristalinidade, pureza, maleabilidade,
termoestabilidade e resisténcia mecanica. O baixo pH da kombucha é vantajoso por eliminar a
necessidade de esterilizacdo da celulose bacteriana. Entre as principais aplicacGes deste
biomaterial, destaca-se a fabricacdo de curativos para a area da medicina, a producdo de
embalagens, a utilizacdo nas industrias alimenticias e 0 emprego na area da biotecnologia e da
nanotecnologia. Estima-se que a producao de celulose bacteriana a partir da kombucha promove
uma economiade cerca de 30 % em relacdo a producdo em meio sintético. Segundo estudos, a
producdo de celulose bacteriana inicia a partir do 3° dia de fermentacdo e aumenta gradualmente
até o 12° dia, seguido de um aumento acentuado até o 15° dia e podendo atingir uma
concentracio de 4,5 g-L" . As caracteristicas da celulose bacteriana podem diferir de acordo
com a natureza damicroflora da kombucha (LEONARSKI et al., 2021; SUHRE, 2020; VITAS
et al., 2018).
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3.1.4  Parametros analiticos da kombucha
Em 2019, o Brasil se tornou um dos primeiros paises do mundo a implementar uma
legislagdo especifica para kombucha. A legislacdo brasileira prevé alguns pardmetros para a

garantia da qualidade de kombuchas, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Parametros analiticos da legislacdo de kombucha (BRASIL, 2019).

Parametro Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduacdo alcodlica (%) (v/v) para kombucha ndo-alcodlica - 0,5
Graduacdo alcodlica (%) (v/v) para kombucha alcodlica 0,6 8,0
Acidez volatil (mEq-L™) 30 130
Presséo (atm a 20 °C) na kombucha adicionada de CO, 1,1 3,9

Além disso, a legislacdo ndo aprova a presenca de edulcorantes sintéticos. Quanto aos
metais contaminantes, ha limites de 0,05 mg-kg™? para arsénio e chumbo e 0,02 mg-kg™* para
cadmio. Na kombucha finalizada, a lei proibe a presenca de residuos de agrotoxicos em
concentragdes acima dos limites para cada fruta ou vegetal utilizado como insumo. E proibido
também a adicdo de acidos sintéticos ou provenientes de outras fontes que ndo seja o proprio
processo fermentativo. Por fim, a legislagdo proibe a “presenca de qualquer substancia em
quantidade que possa se tornar nociva para a saude humana” ou que possa ser utilizada para
adulteracao da bebida (BRASIL, 2019).

A kombucha normalmente é ndo alcodlica, apresentando teores de etanol inferiores a
0,5 % (v/v). Porém, existem algumas kombuchas que sdo comercializadas como bebidas
alcoolicas, por conterem mais de 0,5 % (v/v) de etanol em sua composicdo (EBERSOLE et al.,
2017). De acordo com a legislacdo, quando a bebida apresentar teor de alcool que a classifica
como alcodlica é obrigatério que essa informacdo conste visivel no rétulo da garrafa
comercializada (BRASIL, 2019).

A analise da composicdo quimica é importante para o controle da qualidade e da
autenticidade do produto, indicando possiveis adulteracdes. Além disso, pode fornecer ao
fabricante informac@es sobre eventuais alteracfes ou problemas no processo (PURE & PURE,
2016).
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3.2 PROCESSOS DE SERAPACAO POR MEMBRANAS

Processo de separacdo por membranas (PSM) é uma operacdo unitaria de separaco
que pode ser utilizada como alternativa a uma sequéncia de processos fisicos para reducdo de
tempo e de custos. O PSM tem como objetivo separar misturas, purificar solucoes e fracionar
ou concentrarcomponentes de uma solugdo. Nesse processo, a membrana age COmo uma espécie
de filtro, formando uma barreira permeéavel ou semipermeavel que restringe parcialmente ou
totalmente a passagem de alguns componentes presentes na corrente de alimentagédo. O fluido
escoa através da membrana movido poruma forca motriz, a diferenca de pressdo. Nesse
processo, conforme ilustrado na Figura 5, a solucdo é dividida em permeado e concentrado
(COSTER et al., 2018).

Membrana

PERMEADO

h

Figura 5. Demonstracao ilustrativa de um PSM (PENTAIR, 2020).

A corrente de alimentacdo é composta pela solucdo ou mistura contendo todos 0s
componentes. A corrente de permeado € a parte da alimentacdo que permeia pela membrana, e
nessa corrente had poucos ou nenhum componente maior do que o tamanho dos poros da
membrana. A corrente de concentrado é a parte que fica retida na membrana, e € composta em
sua maioria por particulas maiores do que o poro da membrana, sendo incapazes de permear
(FAVERO, 2014). A permeacdo total de moléculas ocorre desde que tenham uma
configuracdo e orientacdo favoraveis ao se aproximar dos poros. A separacao dos componentes
da alimentacdo pode ocorrer por diversos mecanismos, como exclusdo por tamanho, diferenca
de coeficientede difusdo, diferenca de carga elétrica, diferenca de solubilidade e diferenca
de reatividade (COSTER et al., 2018).

Os PSM sdo operados em temperatura ambiente, apenas com a aplicacdo de uma
pressdo,sem mudanca de fase. A principal vantagem na utilizacdo de membranas para processos
de separaco ¢ a simplicidade de operagdo (ZHAO et al., 2020). E uma tecnologia limpa com

pouca geragdo de residuos que, em comparacdo a metodologias convencionais de separacao de
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misturas como centrifugacéo, filtracdo comum, destilacdo, liquefacédo, evaporacéo, clarificacdo,
adsorcdo e extracdo, possui o diferencial de ser ambientalmente mais sustentavel e
economicamente mais viavel, devido a menor quantidade de energia consumida (XIN et al.,
2020).

Os PSM vém apresentando resultados promissores na inovagdo tecnolégica em relagao
a sua eficiéncia e flexibilidade de aplicacdo. Suas principais aplicagdes estdo nas areas de
purificacdo de aguas, tratamento de agua e efluentes, na medicina e nas industrias alimenticia,

de bebidas, farmacéutica, téxtil, metallrgica, quimica e biotecnolégica (COSTER et al., 2018).

3.2.1  Classificagdo dos processos de separacao por membranas quanto a porosidade da

membrana

Os PSM podem ser classificados em relagdo ao tamanho dos poros da membrana e as
particulas que neles ficam retidas, conforme descrito na Tabela 2 e ilustrado na Figura 6. A
Tabela 2 mostra também a faixa de pressao que pode ser aplicada em cada processo. O sistema
opera com base na diferenca de massa molecular, em que componentes maiores que o tamanho
dos poros da membrana sdo retidos e componentes menores que o tamanho dos poros
atravessam a membrana (WEN-QIONG et al., 2019). A reducédo do tamanho dos poros diminui

a permeabilidade e promove um aumento da seletividade da membrana (SOUTO et al., 2005).

Tabela 2. Classificacdo das membranas quanto a porosidade (WEN-QIONG et al., 2019).

Membrana Diametro dos Poros Compostos Retidos Pre_ssao
Aplicada
Microfiltracao 0,1a10 um Microrganismos e particulas em 0,5a3
(MF) (10" ma10° m) suspensao e coloidais bar
Ultrafiltracao 1a100 nm Proteinas, virus e macromoléculas 127 bar
(UF) (10°ma 10" m) dissolvidas de alta massa molar.

Moléculas dissolvidas de média

Nanofiltracdo 0,5a1nm s )
(NF) (5-101° m 2 10° m) massa molar e ions divalentese 5 a 25 bar
multivalentes.
Moléculas dissolvidas de baixa
Osmose <0,5nmm . 15a80
Inversa (OI) (5109 m) massa molar, sais e ions bar

monovalentes.
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Figura 6. Demonstracéo ilustrativa da classificacdo das membranas quanto a porosidade.

3.2.2  Condicdes de operagdo de processos de separac¢do por membranas

As membranas podem ser operadas em estagio unico ou multiplos estagios, com ou
sem recirculacdo. Normalmente processos em multiplos estagios promovem uma economia de
agua em comparacao a processos de um unico estagio (WEN-QIONG et al., 2019). Para auxiliar
no processo, geralmente uma bomba é instalada na alimentacéo do sistema (RALL et al., 2020).

Algumas condicbes operacionais que podem variar no processo sdo a pressao, a
velocidade e a vazdo de alimentacdo, e isso influencia no fluxo de permeacdo. Em um sistema
contendo agua como fonte de alimentacdo, 0 aumento desses parametros acarreta um aumento
de fluxo de permeado (TRUBYANOQV et al., 2020; WEN-QIONG et al., 2019).

A operagédo dos PSM pode ser realizada em fluxo frontal ou em fluxo tangencial. No
sistema de fluxo frontal, também conhecido como filtracdo convencional, a alimentagdo &
introduzida perpendicularmente em relacdo a membrana. Nesse modelo de filtragdo, ha a
tendéncia de deposicdo de material na superficie da membrana, podendo ocorrer reducdo de
fluxo ao longo do processo. No fluxo tangencial, também chamado de fluxo cruzado, a
alimentacdo é introduzida paralelamente em relacdo a membrana. Esse sistema minimiza o
acumulo de particulas na membrana e promove um fluxo mais estavel (FAVERO, 2014).

Na Figura 7 estdo ilustrados 0s mecanismos dos dois modelos de filtracédo.
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Figura 7. llustracdo dos mecanismos de filtracdo em a) fluxo frontal e b) fluxo tangencial (FAVERO,
2014).

Nas aplicagcdes industriais, o principal objetivo é manter uma alta taxa de fluxo de
permeado aliado a garantia da qualidade constante do produto (HASSAN et al., 2013). Todo
processo de separacdo por membranas visa uma impureza minima do permeado aliada a uma
reducdo de custos de operacdo. Na pratica, as plantas de separacdo por membrana sédo
geralmente projetadas usando uma membrana conhecida e otimizando as condicGes

operacionais do processo para essa membrana (RALL et al., 2020).

3.2.3 Membranas

As membranas podem ser fabricadas por diferentes técnicas e materiais, e isso
influencia nas suas caracteristicas e propriedades. E importante que a membrana selecionada
para o processode interesse tenha propriedades adequadas, garanta o objetivo do processo e

permita uma alta taxa de retencdo e um alto fluxo de permeado (RALL et al., 2020).

3.2.3.1 Propriedades das membranas

Algumas das caracteristicas importantes de uma membrana que podem afetar no seu
desempenho sdo a composicao quimica da superficie, morfologia da superficie e da se¢do
transversal, distribuicdo de elementos na superficie e na secdo transversal, espessura, area
superficial, rugosidade da superficie, porosidade, hidrofilicidade, seletividade, permeabilidade

e interacdo da membrana com os componentes da solucdo de alimentacdo, como o coeficiente
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de difusdo. Desconsiderando interferentes, uma maior area filtrante, menor espessura, menor
rugosidade, maior porosidade e maior hidrofilicidade possibilitam maiores fluxos de permeado
(ZHAO et al., 2020; ZOU et al., 2020).

As membranas podem ser de geometria plana, como espiral e placa e quadro, e de
geometria cilindrica, como tubular, fibra oca e capilar. As membranas de fibra oca sdo muito
utilizadas industrialmente por possuirem elevada area superficial, 0 que é vantajoso e favorece
0 processo (THURMER, 2010).

Geralmente o desempenho de uma membrana é caracterizado pela permeabilidade e
pela seletividade. A permeabilidade se refere ao fluxo de permeado e a seletividade esta

relacionada com a capacidade de retencdo de determinados componentes (THURMER, 2010).

3.2.3.2 Materiais para fabricagdo de membranas

Membranas para filtragdo podem ser fabricadas a partir de diversos materiais, de
acordo com as caracteristicas desejadas e as propriedades da solucdo a ser filtrada. Ha
membranas poliméricas, ceramicas, metalicas, organominerais ou compésitas (CHEN et al.,
2019; WEN-QIONG et al., 2019). Alguns materiais utilizados para fabricagdo de membranas

estdo descritos no Quadro 2.

Materiais de Membranas

Polissulfona (PSF)

Polietileno (PE)

Polietersulfona (PES)

Poliamida (PA)

Fluoreto de polivinilideno (PVDF)
Poliacrilonitrila (PAN)
Politetrafluoroetileno (PTFE)
Celulose (CsH100s)

Acetato de celulose (AC)
Alumina (Al2O3)

Didxido de silicio (SiO2)

Didxido de zirconia (ZrO2)

Oxido de zinco (ZnO)

Didxido de titanio (TiO-)
Organominerais ZrO,/PSF

Quadro 2. Materiais utilizados para fabricacdo de membrana (WEN-QIONG et al., 2019).

Organicos
(poliméricos)

Inorganicos
(ceramicos ou metalicos)
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Membranas poliméricas possuem baixo custo de producdo, sdo as mais
comercializadas e consequentemente as mais utilizadas nos PSM. Elas possuem boa
seletividade e estabilidade a longo prazo, além de serem estaveis em uma ampla faixa de pH.
Entretanto, a dificuldade de limpeza e suas propriedades térmicas e mecéanicas sdo fatores
limitantes para a maioria das membranas fabricadas com esse tipo de material. Além disso,
geralmente os materiais poliméricos sdo hidrofébicos, o que é uma caracteristica que afeta
negativamente no desempenho de uma membrana (KUMAR & ISMAIL, 2015; TRUBY ANOV
et al., 2020).

As membranas ceramicas geralmente sdo hidrofilicas e possuem elevada resisténcia
mecanica, resisténcia térmica, resisténcia quimica a agentes agressivos, resisténcia a elevadas
pressdes e velocidades e longa vida operacional. Apesar de ndo apresentarem propriedades anti-
incrustantes satisfatorias (ZOU et al., 2020), as membranas ceramicas sdo passiveis de
reutilizagdo a longo prazo e possuem facilidade de limpeza, podendo ser limpas utilizando
diversos agentes quimicos. A obstrucdo dos poros de membranas ceramicas € mais lenta do que
de membranas poliméricas e, na maioria dos casos, acarreta em incrustagcdes reversiveis
passiveis de limpeza (WEN-QIONG et al., 2019).

3.2.4  Limitacdes inerentes aos processos de separacdo por membranas

Com o tempo de uso a membrana pode ficar mais resistente a filtracdo, diminuindo o
fluxo de permeacéo e reduzindo a produtividade. Isso ocorre devido ao acumulo de particulas
solidas dos componentes concentrados sobre a superficie da membrana ou dentro dos poros,
causando entupimento. Essa incrustacdo é chamada de fouling. Além da reducao de fluxo, o
fouling também ocasiona uma menor eficiéncia, maior demanda de energia, maior custo
operacional, maior necessidade de manutencdo e menor vida util da membrana (WEN-QIONG
et al., 2019; ZOU et al., 2020).

Existem trés principais mecanismos de incrustacdo. A adsorcdo parcial de matéria
rejeitada ocorre dentro dos poros e acarreta a obstrucdo dos mesmos. A obstrucdo de poros por
particulas de tamanho semelhante ao tamanho do poro causa o bloqueio dos poros. O acimulo
e a deposicao de particulas na superficie da membrana formam uma camada chamada de bolo
ou torta, que impede a passagem de outros componentes (KUMAR & ISMAIL, 2015).

As incrustagdes podem ser reversiveis ou irreversiveis. A incrustacdo reversivel é

considerada ndo adesiva, pois hd apenas acumulo de particulas, e pode ser removida por
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métodos hidrodindmicos. A incrustacdo irreversivel é causada por fendmenos fisicos,
interacbes hidrofdbicas, interacbes macromoleculares extracelulares entre as particulas e a
membrana, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals (KUMAR & ISMAIL, 2015).

A resisténcia a incrustacdo de uma membrana depende de suas propriedades, como
tipo de material, porosidade, tamanho, forma, comprimento, espessura, hidrofilicidade e
rugosidade. Além disso, depende das condi¢Ges operacionais, como pressao, velocidade, fluxo
e agitacdo. Fatores como composi¢do da solucdo de alimentacdo e seu pH e temperatura
também influenciam na resisténcia a incrustacdo da membrana (WEN-QIONG et al., 2019).

Particulas de maior dimensédo tendem a formar aglomerados com maior espagamento,
0 que facilita sua remocdo. Ja as particulas menores formam aglomerados com arranjos mais
densos e compactados, resultando em um maior blogueio do fluxo (LEMMA et al., 2015). Uma
membrana com a superficie lisa previne incrustacdes, pois as particulas incrustantes tendem a
se fixar mais nas superficies asperas e rugosas (KUMAR & ISMAIL, 2015). Quanto maior a
porosidade da membrana, maior o fluxo de permeacdo e quanto menor a porosidade maior a
tendéncia ao blogueio dos poros (WEN-QIONG et al., 2019).

Uma maior hidrofobicidade da membrana aumenta a adesdo de substéncias na sua
superficie, devido as interacbes que ocorrem entre as particulas e a superficie da membrana
(JANG et al., 2015). Quanto mais hidrofilica for a membrana, maior a probabilidade de
formar uma camada de hidratacdo que protege e previne o contato entre contaminantes e a
superficie da membrana, aumentando sua capacidade anti-incrustante (ZHAO et al., 2020; ZOU
et al., 2020).

Existem métodos para alterar a superficie da membrana para aumentar sua
hidrofilicidade, aumentar a repulsdo entre a membrana e as particulas da alimentacdo e melhorar
outras propriedades de interesse como resisténcia a certos componentes, biocompatibilidade e
carga. Isso reduz a tendéncia de formar incrustacdes e melhora a seletividade da membrana e a
pureza do permeado (WEN-QIONG et al., 2019). Algumas alternativas sdo revestimento de
superficie e modificacdo de superficie (JANG et al., 2015). Para realizar essas modificacdes,
podem ser utilizados polimeros hidrofilicos, nanoparticulas inorgéanicas e polimeros anfifilicos
(ZHAO et al., 2020).

Outro fenbmeno que acarreta em uma reducdo do fluxo de permeado é a polarizacao
por concentracdo, que ocorre quando componentes retidos da solugéo sdo acumulados proximos
da superficie da membrana. A concentracdo de soluto se torna maior nas proximidades da

interface membrana-solucdo, promovendo uma resisténcia ao fluxo. A polarizacdo por
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concentragdo pode ser minimizada por meio do aumento da velocidade de escoamento da
alimentacdo (GHIGGI, 2014).

Para prevenir incrustagdes, uma alternativa é aplicar um pré-tratamento na solugéo de
alimentacdo. Um método adequado de pré-tratamento antes de um PSM pode melhorar a
eficiéncia do sistema, reduzir a frequéncia de limpeza da membrana e prolongar a sua vida util.
Algumas alternativas de pré-tratamento sdo centrifugacdo, coagulacdo, floculagdo, filtracdo a
vacuo, filtracdo por placas, adsorcao, peneiramento e tratamentos quimicos. A aplicacdo de
metodos de pré-tratamento melhora a eficiéncia da membrana e reduz a necessidade de limpeza
frequente (KUMAR & ISMAIL, 2015).

A lavagem intermediaria do equipamento entre processos é necessaria para reduzir 0s
efeitos de incrustacfes. Existem métodos especificos de limpeza para remocdo de incrustacbes
e restauracao de fluxo: os métodos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioquimicos. A limpeza
fisica € a mais utilizada e depende de forcas mecanicas para remover sujeiras da superficie da
membrana. Pode ser feita através de limpeza hidraulica, lavagem a ar e permeacéo de retorno
de CO2, em que a pressdo exercida pelo fluxo é suficiente para remover os aglomerados de
particulas e abrir os poros (LEMMA et al., 2015; WEN-QIONG et al., 2019). A limpeza
quimica é geralmente aplicada quando a incrustacdo nao pode ser removida por limpeza fisica.
Ela é feita através da adicdo de produtos que reagem gquimicamente com 0s contaminantes de
forma a remové-los. Cada tipo de contaminante requer tipos diferentes de agentes quimicos. A
limpeza fisico-quimica é uma combinacdo dos dois primeiros métodos, melhorando
efetivamente a eficiéncia da limpeza. A limpeza bioquimica é realizada através de produtos que
contém agentes bioativos, como microrganismos e enzimas, para remover 0S componentes
incrustados (KUMAR & ISMAIL, 2015).

3.3 FILTRACAO E PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS NA
INDUSTRIA DE BEBIDAS

A filtracdo € uma operacdo unitaria muito utilizada na inddstria alimenticia para
remocdo das particulas solidas suspensas presentes nas bebidas. Alguns métodos que podem

ser utilizados sdo centrifugacéo, criofiltracdo, filtracdo com algodao, filtracdo por placas ou

processo de separacio por membranas (Z 2|2t @H0| = HIA Y= 2| AT HO| =, 2018).


https://patents.google.com/?inventor=%EB%B2%94%EC%9D%B4%EC%8A%AC

43

A utilizacdo de filtragdes como meio de clarificacdo de bebidas passou a ser utilizada
devido a demanda dos consumidores por produtos limpidos e sem deposi¢do de solidos. A
filtracdo também garante uma estabilidade microbioldgica apds a embalagem do produto, pelo
fato de remover alguns microrganismos. A filtracdo por membranas oferece a possibilidade de
clarificacdo e estabilizagdo microbiana em uma unica etapa (ROSARIA et al., 2022).

Processos de separacdo por membranas sdo utilizados em muitos ramos da indistria
de bebidas para purificacdo e concentracao de liquidos sem a influéncia da temperatura e com
gasto energético reduzido. O tratamento por membranas preserva a maioria das propriedades
dos produtos alimenticios, possibilitando a obtencdo de alimentos de alto valor nutricional
(OMELCHENKO et al., 2021). Além disso, o processo fisico de separacdo elimina a
necessidade de aditivos exdgenos, preservando as caracteristicas iniciais das bebidas (SUI et
al., 2022). A aplicacéo de membranas em filtragdo de bebidas promove uma alta capacidade de
separacdo e clarificacio (MEJIA & YANEZ-FERNANDEZ, 2021). No entanto, apesar dos
avancos feitos para melhorar os aspectos tecnologicos dos processos de filtracdo, o processo, se
ndo bem definido e controlado, ainda pode afetar a variabilidade da composicao e pode gerar
impactos no perfil sensorial das bebidas (ROSARIA et al., 2022).

A microfiltracdo € muito utilizada para esterilizacao de bebidas, clarificacdo de vinhos
e cervejas e concentracdo de alguns componentes. A ultrafiltracdo € aplicada para
fracionamento e concentracdo de proteinas, clarificacdo de bebidas, filtracdo de sucos e
recuperacdo de Oleos. A nanofiltracdo pode ser utilizada para purificacdo de enzimas e
concentracdo de lactose e aglcares. A osmose inversa pode ser aplicada na concentracdo de
sucos de frutas e na desalcoolizacdo de bebidas (KUMAR & ISMAIL, 2015; THURMER,
2010).

Filtracdes por membrana tém sido amplamente utilizadas para a remoc¢do completa ou
parcial de microrganismos em bebidas para atingir elevados padrbes de qualidade e seguranca
alimentar, aumentando o prazo de validade do produto. Podem ser removidas bactérias
patogenas especificas e bactérias responsaveis por alteracdes no sabor e aparéncia. Desse modo,
a concentracdo microbiana geral é reduzida, aumentando assim a estabilidade do produto. Em
bebidas fermentadas, células de levedura podem ser removidas para sua recuperacao e posterior
reutilizacdo. A microfiltracio com membranas poliméricas e cerdmicas é um método ja
utilizado para a filtracdo de bebidas, e apresenta grande eficacia (HASSAN et al., 2013;
LEMMA et al., 2015).

PSM vém sendo muito empregados com o objetivo de clarificar cervejas e vinhos.

Membranas de MF e UF sdo alternativas mais rapidas e economicamente viaveis em
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substituicdo as técnicas tradicionais de clarificagdo. Os processos convencionais englobam a
adicdo de agentes clarificantes que agem sobre as particulas presentes responsaveis pela
turbidez e pela instabilidade, seguido da aplicacdo de técnicas como filtragdo, centrifugacdo ou
transfegas, demandando um tempo elevado (CRISTOFOLLI, 2016).

Membranas de MF s&o muito utilizadas para filtragdo de vinhos. Pesquisas detectaram
que membranas com poros maiores que 0,4 um ndo alteram as caracteristicas sensoriais da
bebida, enquanto membranas com poros menores que 0,25 pum podem influenciarnas suas
caracteristicas organolépticas devido a retencdo ndo desejavel de alguns compostos
(CRISTOFOLI, 2016).

Diversos estudos ja aplicaram a tecnologia de separacdo por membranas em diferentes
etapas na producdo de cervejas, como pasteurizacdo, desalcoolizacdo e clarificacdo.
Membranas de microfiltracdo de nailon ja foram utilizadas como alternativa para reducdo da
turbidez de cervejas, se mostrando um processo eficiente sem afetar os aspectos organolépticos
e nutricionais da bebida. Membranas de osmose inversa foram utilizadas para desalcoolizacéo
decervejas. O processo reduziu, alem do alcool, a turbidez, o amargor e a estabilidade da
espuma, e nao afetaram a qualidade da cerveja final (LEMMA et al., 2015).

A ultrafiltracdo é um processo muito empregado em industrias de laticinios para isolar
proteinas e outros componentes do soro de leite (JANG et al., 2015). Alguns modelos de
membranas sdo de geometria espiral, tubular e fibra oca. Ja foi relatada a utilizacdo de
membranas poliméricas, ceramicas e organominerais, sendo que a maior eficiéncia foi das
membranas organominerais, com resultados de permeabilidade muito maior do que as demais
(WEN-QIONG et al., 2019).

A utilizacdo de membranas de MF e UF na area de bebidas, apesar de vantajosa, é
desafiadora devido a matriz complexa dos liquidos. Na clarificacdo de vinhos, os polifendis e
os polissacarideos sdo 0s principais componentes responsaveis por incrustacdes. Na filtracdo
de cervejas, a sacarose, a enzima amilase, as leveduras, os acidos e as catequinas pode acarretar
na formacdo de fouling. Na filtracdo de soro de leite, as proteinas e 0s minerais tendem a se
depositar na superficie e nos poros da membrana, causando a reducdo de fluxo (KUMAR &
ISMAIL, 2015).

Um processo ja utilizado na producdo de kombuchas € a centrifugacdo seguida de
filtracdo. O liquido é centrifugado em alta velocidade de forma que as substancias indesejaveis,
como cascas de frutas e outros sélidos, sejam precipitadas. Apos, é aplicada uma filtracdo para

remocdo dessas substancias. A centrifugacdo permite a remogdo dos solidos de maiores
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tamanhos. A vantagem dos PSM em relacdo a centrifugacdo € a redugdo da carga microbiana
para aumentar a estabilidade da bebida (VITAS et al., 2018).

H4 estudos que realizaram filtracdo a vacuo em kombuchas no intuito de remover os
componentes em suspensdo, porém industrialmente ndo ha evidéncias da aplicacdo dessa
técnica (SANTOS, 2016).

A aplicacdo de processos de separacdo por membranas tem muito potencial em
filtracdo de kombuchas. E importante eleger a membrana adequada quanto ao material de
fabricacdo e quanto a porosidade, levando em consideragdo 0s componentes a serem removidos.
Os parametros do processo também devem ser bem definidos para otimizar o método e
promover alta permeabilidade seletividade (DANELUZ et al., 2021).

AplicacOes de PSM para otimizar a kombucha em relacdo as caracteristicas visuais e
microbiolédgicas ainda sdo desconhecidas. A técnica de filtragdo por membranas, por suas
caracteristicas positivas ja descritas, € um método com grande potencial para esta

aplicabilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Kombuchas

As amostras utilizadas foram kombuchas da marca comercial Oba Kombuchas, uma
microempresa localizada no municipio de Flores da Cunha, no Rio Grande do Sul. Foram
utilizadas amostras de kombucha de duas etapas diferentes do processo.

A primeira batelada de amostras consistiu na kombucha ap6s a primeira fermentacéo,
sem passar pelo processo de saborizacdo, coletada no meio do processo e armazenada em
bombonas. A fermentagéo desse lote de kombucha iniciou no dia 13 de julho de 2021. A coleta,
a realizagdo do processo e as analises das amostras foram realizadas no periodo de 2 a 13 de
agosto de 2021. Essa kombucha foi denominada como K.

A segunda batelada consistiu na kombucha finalizada, engarrafada e saborizada com
frutas vermelhas. A fermentacdo desse lote iniciou no dia 12 de outubro de 2021, e as
kombuchas foram engarrafadas para a segunda fermentacdo no dia 30 de outubro de 2021. A
coleta, a realizacdo do processo e as analises das amostras foram realizadas no periodo de 6 a

13 de dezembro de 2021. Essa kombucha foi denominada como Ko.

41.2 Membranas

Para realizacdo dos testes, foram utilizadas uma membrana de microfiltracdo e uma
membrana de ultrafiltracdo disponibilizadas pelo Laboratério de Membranas e Materiais
(LAMEM) da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Ambas as membranas eram membranas
comerciais da marca Pam Membranas Seletivas LTDA. As membranas ndo eram novas e ja
haviam sido utilizadas anteriormente em outros processos.

O Quadro 3 e 0 Quadro 4 mostram as principais caracteristicas das membranas de MF
e UF, respectivamente, de acordo com as informaces fornecidas pelo fabricante. A Figura 8 e

a Figura 9 ilustram a vista externa e interna das membranas de MF e UF, respectivamente.



Membrana de MF
Porosidade 10" ma10°m
Material Polietersulfona (PES)
Geometria Fibra oca (cilindrica)
Avrea de filtracio 0,027 m?
Taxa de rejeicao 99,99 %
Permeabilidade hidraulica 127,20 L-ht-m2-bar?
Pressdo maxima de operagao 1 bar

Quadro 3. Propriedades da membrana de MF (PAM MEMBRANAS — manual do fabricante).

Membrana de UF
Porosidade 10°ma 10’ m
Material Polietersulfona (PES)
Geometria Fibra oca (cilindrica)
Area de filtragio 0,059 m2
Taxa de rejeicao 97 %
Permeabilidade hidraulica 11,95 L-ht-m2-bar!
Pressdo maxima de operacéo 2 bar

Quadro 4. Propriedades da membrana de UF (PAM MEMBRANAS — manual do fabricante).

b)

Figura 9. Vista externa (a) e interna (b) da membrana de UF utilizada no processo.
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O polietersulfona (PES) é um polimero industrial com propriedades fisicas e quimicas
vantajosas. Possui alta capacidade de processamento, resisténcia ao calor e estabilidade em
diferentes condicbes ambientais. O PES é muito utilizado para fabricacdo de membranas
comerciais. Existem estudos sobre a aplicacdo de membranas de PES em bebidas paraseparagéo
de proteinas (KHOSRAVI, 2022).

4.2 METODOLOGIA

A Figura 10 mostra o fluxograma geral das etapas realizadas no trabalho.

Kombucha inicial Caracterizagiio da amostra '—
i
Solidos suspensos e dissolvidos
Contagem de microrganismos
A . Acidos orgénicos
Kombucha intermediaria * Caracterizagio da amostra '— pH
Acidez volatil

Graduagio alcodlica
Aglicares
Pardmetros organoclépticos

T.23°C T.23°C
e LR P:0.5— 2 bar
aracterizagio Caracterizagio
do PSM PSMF M ( PSMF Uk do PSM

Kombucha final MF)  Kombucha final (UF)

l

{ Compactagio ]|
Permeabilidade hidraulica
Fluxo de kembucha permeada

.[ Caracterizagio das amostras ]—

Figura 10. Fluxograma da metodologia realizada.

4.2.1 Filtracdo a vacuo

Devido a grande quantidade de solidos presentes na kombucha, a amostra foi
previamente filtrada em um sistema de filtracdo a vacuo (Figura 11) e papel filtro comum. O
objetivo dessa pré-filtracdo foi retirar os solidos maiores para evitar grandes incrustacdes e

danificacBes na membrana. O processo foi realizado no LAMEM.
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Figura 11. Sistema de filtracdo a vacuo (QUIMIS, 2021).

4.2.2  Processos de separacdo por membranas aplicados a kombucha

As amostras de kombucha foram submetidas a dois processos de separacdo por
membranas: microfiltracdo e ultrafiltracdo. O modo de operacdo para os dois PSM foi 0 mesmo,
apenas a membrana foi trocada. O processo foi realizado no LAMEM.

Para operar o sistema, uma bomba diafragma foi utilizada para bombeamento do
tangue de alimentacdo para a unidade de filtracdo. A temperatura da corrente de alimentacao
foi controlada para permanecer em torno de 23 °C. A presséo aplicada no sistema foi controlada
utilizando um mandémetro. A pressao aplicada foi de 0,2 bar para a MF e de 1 bar para a UF. A
amostra (alimentacdo) encontrava-se em um béquer, e devido a pressdo exercida permeou
através da membrana. A membrana reteve determinados componentes (concentrado) e permitiu
a passagem de outros (permeado). A corrente de concentrado retornava para o béquer de
alimentacdo, enquanto a corrente de permeado era recolhida em outro recipiente. O tempo de
filtracdo foi o0 tempo necessario para coletar o volume de kombucha exigido para as analises. A

Figura 12 mostra uma imagem do PSM completo e a Figura 13 esquematiza o processo.
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'

Figura 12. Demonstracdo dos PSM aplicados no processo.

Permeado Médulo da membrana
|
Tanque de B |
permeado Manometro |
|
|
|
Valvula

Concentrado ghtl:n |
f |
|
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Bombs Alimentacio

Tanque de
alimentagéo

Figura 13. Esquema ilustrativo dos PSM aplicados no processo.

4.2.3  Caracterizacdo das membranas

4.2.3.1 Compactacdo

O objetivo da compactacdo &€ promover o adensamento da microestrutura das

membranas para garantir resultados mais confiaveis. A membrana é composta por um material
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polimérico cujas cadeias, em pressdo atmosférica, estdo relaxadas, e a aplicagdo de pressdo
promove uma compactacdo das cadeias poliméricas (THURMER, 2010).

A compactacdo foi realizada antes de iniciar a caracterizagdo das membranas e 0s
processos de filtracdo por membranas. Para a compactacdo, foi realizado o PSM utilizando-se
agua como fonte de alimentacdo. Foram aplicadas diferentes pressdes, com a permanéncia de
30 minutos em cada presséo. Paraa membrana de MF, iniciou-se com 1 bar e seguiu-se com 0,8,
0,6, 0,4 e 0,2 bar. Para a membrana de UF, iniciou-se com 2 bar e seguiu-se com 1,5, 1 e 0,5
bar. Apds decorridos 5 minutos para estabilizacdo do processo, foram realizadas coletas do
permeado em intervalos de 10 minutos, com duracdo de 30 segundos cada coleta (0,0083 h),
para medicdo do volume permeado. O processo foi realizado durante 155 minutos para a MF e
125 minutos para a UF. Foi plotado o gréafico do fluxo de permeado em funcdo do tempo
decorrido da permeacdo. A membrana foi considerada com a compactacdo completa quando a
vazéo de permeado foi constante com o tempo.

O calculo do fluxo é descrito pela Equagdo 4, em que Jpé 0 fluxo de permeado
(L-h~1.m2), V é o volume de permeado (L) coletado em 30 segundos de permeacgdo, A € a area

de filtracdo da membrana (m?) fornecida pelo fabricante, e t é o tempo de permeacéo (0,0083 h).

Jp=—2 (Equacéo 4)

4.2.3.2 Permeabilidade hidraulica

A permeabilidade hidraulica visa verificar a variagdo do fluxo de permeado em funcéo
da presséo aplicada, avaliando a filtracdo na auséncia de sélidos. E uma das propriedades da
membrana que define seu desempenho. Essa etapa foi realizada para analisar a caracteristica
inicial da membrana antes da execucéo do processo.

Essa propriedade foi verificada realizando o PSM com é&gua. Foram aplicadas
diferentes pressdes, com a permanéncia de 30 minutos em cada pressao. Para a membrana de
MF, iniciou com 0,2 bar e seguiu-se com 0,4, 0,6, 0,8 e 1 bar. Para a membrana de UF, iniciou-
se com 0,5 bar e seguiu-se com 1, 1,5 e 2 bar. Apo6s decorridos 5 minutos para estabilizacdo do
processo, foram realizadas coletas do permeado em intervalos de 10 minutos, com duracdo de
30 segundos cada coleta (0,0083 h), para medicdo do volume permeado. O processo foi

realizado durante 155 minutos para a MF e 125 minutos para a UF. Foi plotado o gréafico do
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fluxo de permeado em funcdo da pressao aplicada. O fluxo de permeado foi calculado conforme
Equacéo 4.

O valor da permeabilidade hidraulica foi obtido a partir do coeficiente angular da reta
do grafico do fluxo de permeado em funcdo da pressao. O célculo também pode ser realizado
de acordo com a Equagdo 5, em que Ly € a permeabilidade hidraulica (L-h™-m2-bar 1), Jpé 0
fluxo de agua permeada (L-h%-m2) e AP é a variacéo de pressio (bar) (THURMER, 2010).

)

p = ap (Equacéo 5)

4.2.3.3 Fluxo de kombucha permeada

O valor de fluxo de permeado da amostra € expresso como 0 volume do fluido que
atravessa uma unidade de area da membrana em uma determinada presséo e tempo, e foi obtido
a partir da coleta da kombucha K. O processo foi realizado conforme descrito em 4.2.3.2, mas
com a kombucha como fonte de alimentacéo. O processo foi realizado por meio da aplicacdo
de pressdo em degraus, em que se aumenta a pressao enquanto se observa o comportamento do
fluxo de permeado (VIRTANENet al., 2018). Isso pode reduzir a formacéao de fouling, for¢cando

a passagem da alimentacdo e causando menos entupimento dos poros.

4.2.4  Caracterizacdo das amostras de kombucha

As kombuchas iniciais K; e Kz, as kombucha filtradas a vacuo e as kombuchas
permeadas obtidas dos PSM de MF e UF foram analisadas em relacdo a alguns parametros
analiticos. As analises foram realizadas pelo mesmo operador, no mesmo ambiente e com as
mesmas condicdes. Desse modo, foi avaliada a influéncia das filtragdes sob os parametros das
amostras e foi observado se 0s PSM provocaram alteracdes nas propriedades das kombuchas.

O Quadro 5 descreve os parametros avaliados e as respectivas técnicas analiticas

utilizadas para determinacdo, descritas em seguida.
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Parémetro Técnica analitica
Turbidez Nefelometria
Solidos suspensos e dissolvidos Gravimetria
Contagem de microrganismos Plagueamento em superficie
Acidos organicos Cromatografia liquida
pH Potenciometria
Acidez volatil Titulometria
Graduacdo alcodlica Cromatografia liquida
Acucares Cromatografia liquida
Avaliacéo organoléptica Anélise visual

Quadro 5. Parametros analiticos avaliados das kombuchas e suas respectivas técnicas analiticas.

4.2.4.1 Turbidez

O metodo para determinacdo da turbidez foi o método nefelométrico, baseado na
intensidade da luz difundida pela amostra comparativamente a intensidade da luz espalhada por
uma amostra padréo. A medicdo foi realizada por leitura direta, em que a amostra foi inserida
no equipamento e a leitura foi efetuada. Para realizacao do ensaio, foi utilizado um turbidimetro

da marca Digimed, modelo DM-C2. O ensaio foi realizado no LAMEM.

4.2.4.2 Sélidos suspensos e solidos dissolvidos

A quantificacdo dos solidos presentes na amostra foi realizada pelo Laboratério de
Andlises e Pesquisas Ambientais da UCS (LAPAM), pelo método gravimétrico com
metodologias baseadas na 23? edicdodo SMWW (Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater) (APHA, 2017). A gravimetria € uma técnica baseada na quantificacdo dos
componentes a partir das massas. Cadinhos ou capsulas de porcelana vazios foram previamente
pesados e receberam a amostra filtrada. O processo foi realizado e, no final, o cadinho ou a
capsula foram novamente pesados para determinar a massa residual do componente de
interesse.

No Quadro 6 constam os solidos analisados e seus respectivos métodos, bem como o
limite de quantificacdo (L.Q.) do método utilizado. O limite de quantificacdo € a menor

concentracdo do analito que pode ser determinada com precisao e exatiddo (BRASIL, 2005).
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Parametro Metodologia L.Q. (mg-LY)
Solidos dissolvidos totais | SMWW-Método 2540-C 10,0
So6lidos suspensos totais SMWW-Método 2540-D 12,0

Quadro 6. Sélidos analisados das amostras de kombucha.

Para determinacdo dos sélidos suspensos, o cadinho foi colocado em estufa a 104 °C
por 1 hora e meia. Para os solidos dissolvidos, a capsula foi deixada em banho-maria a 90 °C
para parte do seu contetdo evaporar, em seguida foi colocada em estufa a 180 °C por 1 hora, e
mantida na estufa por mais 1 hora a 104 °C.

4.2.4.3 Contagem de microrganismos

A determinagdo da quantidade de microrganismos aerobios mesdfilos foi realizada
pelo laboratério da empresa Engequimica, com metodologia baseada na ABNT NBR 1SO 4833-
2 (ABNT, 2015), pela técnica de plagueamento em superficie. A comunidade microbiana da
kombucha pode ser dividida em duas partes: o biofilme celuldsico formado na superficie e a
bebida liquida fermentada. A avaliacdo microbioldgica é relevante principalmente no liquido,
pois € a parte que é ingerida pelos consumidores (CHAKRAVORTY et al., 2016).

Apenas a kombucha K> foi analisada quando a concentragdo de microrganismos. O
procedimento de contagem de microrganismos consistiu em primeiramente transferir 0,1 mL
da amostra (ou respectiva diluicdo) para uma placa de petri contendo agar, espalhando em
movimentos circulares para que a amostra se encontrasse em toda extensdo da placa. Apos
decorridos 15 minutos para absorcdo da amostra pelo agar, as placas tampadas foram incubadas
em incubadora microbiologica a 30 °C por 72 horas. Apos o periodo de incubacéo, as coldnias
formadas foram contadas e o resultado (em UFC-mL™) foi calculado deacordo com a

Equacéo 6.

N2 de colonias

Resultado = (Equacéo 6)

Volume inoculado (mL) - Fator de diluicio

4.2.4.4 Acidos organicos

A determinagdo dos acidos organicos presentes na amostra foi realizada pelo LAPAM,

por metodologia descrita por Souza e colaboradores (2021). Para analise, foi utilizada a técnica
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de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A cromatografia € uma técnica de separacao
de misturas com o objetivo de isolar, identificar e quantificar os analitos presentes. Essa
separagdo ocorre de acordo com as intera¢gdes quimicas ou fisicas da amostra com as fases
movel e estacionaria. Na cromatografia liquida, a fase movel é um solvente no estado liquido
que carrega a amostra, fazendo-a passar pela fase estacionaria, que é composta por uma coluna.
A amostra € injetada no cromatdgrafo e os componentes da mistura percorrem a coluna com
diferentes velocidades e tempo de retencdo, e assim ocorre a separagdo. Para a quantificacao, €
utilizado um detector acoplado ao sistema (SOUZA et al., 2021).

A kombucha K; foi analisada quanto aos terores de acido acético, latico e gluconico.
A kombucha K foi analisada quanto as concentra¢des de acido acético, propidnico e butirico.
O equipamento utilizado foi um cromatégrafo da marca Shimadzu, modelo LC-20AD.O fluxo
de amostra utilizado foi de 0,5 mL-min, em uma temperatura constante de 60 °C. A coluna
utilizada como fase estacionaria foi uma coluna Aminex HPX 87H 7,8 x 300 mm da marca
Biorad. O detector utilizado para quantificagio foi um RID (indice Refrativo Diferencial).
Como fase mével, foi utilizado acido sulfarico (H2SO4) 5 mmol-L™ para a determinacéo dos
acidos acético, latico, propidnico e butirico, e acido sulfirico 0,05 mmol-L? para o &cido

glucénico.

4.2.45 pH

O pH se refere ao potencial hidrogenidnico e corresponde a concentracdo de ions de
hidrogénio (H") dissolvido. Esse parametro determina a acidez, neutralidade ou alcalinidade de
uma solucdo. O pH é importante pois ele possui efeito sobre a intensidade da cor, a turbidez, o
sabor, o potencial de oxirreducdo, a atividade enzimatica e as alteragdes microbianas de uma
bebida (ESSAWET et al., 2015).

Para a analise de pH, foi utilizado o método potenciométrico, que consistiu na medicéo
direta do pH da solucdo utilizando um pHmetro composto de eletrodos. Foi utilizado um

pHmetro da marca Tecnopon, modelo mPA-210. O ensaio foi realizado no LAMEM.
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4.2.46 Acidez Volatil

A acidez volatil € um parametro fisico-quimico amplamente considerado em todo
segmento analitico. Este tipo de acidez é parte integrante da acidez total, mas se diferencia no
ponto de vista quantitativo, pois representa uma parte menor. O 4cido acético representa,
normalmente, mais de 90 % dos &cidos volateis (NOGUEIRA et al., 2003).

O ensaio de acidez volatil foi realizado pelo laboratorio enolégico da Vinicola Salton.
Foi utilizado o método titulométrico potenciométrico com prévia destilacdo por arraste com
vapor d’agua, baseado na separacdao dos acidos volateis por meio de arraste com vapor d’agua
e retificacdo dos vapores. A referéncia do método foi o Manual de Métodos de Andlises de
Bebidas e Vinagres do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) (Brasil,
2005) e o Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis da OIV
(International Organization of Vine and Wine) (método OIV-MA-AS313-02) (OlV, 2021).

O metodo consistiu em, primeiramente, promover a geracdo de vapor d’agua
utilizando um gerador de vapor com aquecimento e pressdo controlada. Apos, foi realizada a
destilagdo de 10 mL da amostra juntamente com 1 mL de acido tartarico 50 % em um
volatimetro com coluna retificadora e condensador. Uma mistura de 200 mL do destilado e do
vapor d’agua condensado foi recolhida ¢ foi realizada a titulagdo em titulador automatico
(marca Metrohm, modelo SM 702 Titrino). A titulacdo do destilado foi realizada com hidroxido
de s6dio 0,1 mol-L* e o resultado da acidez volatil bruta foi mostrado diretamente no visor do

equipamento, na unidade de mEq-L™.

4.2.4.7 Graduacdo alcoodlica

O grau alcodlico volumétrico corresponde ao volume de etanol (em mL) contido em
100 mL de amostra. E uma caracteristica muito importante da kombucha, pois determina se a
bebida € ou ndo alcodlica e influencia diretamente nas caracteristicas organolépticas, sendo as
vezes um fator determinante para o consumo.

A determinacdo do teor de etanol presente na amostra foi realizada pelo LAPAM. Para
andlise, foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (idem 4.2.4.4)
por metodologia padrdo do fabricante combinada com metodologia descrita por Souza e
colaboradores (2021). O equipamento foi um cromatégrafo da marca Shimadzu, modelo

LC- 20AD. O fluxo de amostra utilizado foi de 0,5 mL-min%, em uma temperatura constante de
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60°C.A coluna utilizada como fase estacionaria foi uma coluna Aminex HPX 87H 7,8 x 300
mm da marca Biorad. A fase mdvel utilizada foi uma solucdo de &cido sulfarico (H2SOs)
5 mmol-L™. O detector utilizado para quantificacio foi um RID.

A concentracéo de etanol foi obtida em g-L™*. Sabendo-se que a massa especifica (p)
do etanol é igual a 789 kg-m= ou 0,789 g-cm™, aplicou-se a Equacio 7, em que M é a massa de
etanol contida em 1 L de solu¢do e V é o volume correspondente.

p= % (Equacéo 7)

A concentracdo em % (v/v) corresponde ao volume do componente presente em
100 mL de solugéo. O volume encontrado de etanol corresponde ao volume em 1 L de solucéo,
entdo foram aplicadas relagdes matematicas para encontrar o volume correspondente a 100 mL

de solucao.

4.2.4.8 AcUcares

A determinacéo dos agucares presentes na amostra (glicose e frutose) foi realizada pelo
LAPAM. Para andlise, foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(idem 4.2.4.4) por metodologia padrdo do fabricante. O equipamento foi um cromatografo da
marca Shimadzu, modelo LC-20AD. O fluxo de amostra utilizado foi de 1,4 mL-min*, emuma
temperatura constante de 30 °C. A coluna utilizada como fase estacionaria foi uma coluna
Zorbax — Carbohydrate 4,6 x 250 mm 5 pum da marca Agilent. A fase mével utilizada foi uma
solucdo composta por 75 % de acetonitrila e 25 % de agua. O detector utilizado para

quantificacdo foi um RID.

4.2.4.9 Avaliacdo organoléptica

A andlise sensorial é uma avaliacdo do produto a partir da utilizacdo dos sentidos. Os
parametros de avaliacdo organoléptica das kombuchas incluiram a analise do aspecto visual. Esse
atributo sensorial é importante pois pode influenciar diretamente nas escolhas dos

consumidores. Além disso, as caracteristicas organolépticas de uma bebida estdo relacionadas
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com seus atributos intrinsecos, como autenticidade ou defeitos de fabricagdo ou conservagéo.
A andlise organoléptica foi realizada no LAMEM. As amostras foram colocadas em
erlenmeyers identificados, e a avaliacdo foi realizada a partir da analise visual das amostras,

observando-se a coloragdo e a turbidez aparentes.

425 Analise estatistica

Os resultados obtidos de cada parametro das kombuchas para as amostras originais,
apos filtracdo a vacuo, ap6s MF e ap6s UF foram comparados entre si através da realizagdo de
uma analise estatistica com auxilio do software Microsoft Excel, pelo calculo do coeficiente de
variacdo. Incialmente foi calculado a média e o desvio padrdo dos resultados (Apéndice A e
Apéndice B). O coeficiente devariagdo (Cv), em porcentagem, foi calculado utilizando-se a
Equacao 8.

Desvio padriao

Cv = —
Média

- 100 % (Equagéo 8)
Como critério, foi estabelecido que um Cv maior que 10 % indica uma diferenca

estatistica entre os resultados, enquanto um Cv menor do que 10 % aponta resultados
estatisticamente iguais (ALBANO & RAYA-RODRIGUEZ, 2015; SCHMILDT et al., 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

5.1.1 Compactagdo

A Figura 14 e a Figura 15 mostram o fluxo de agua permeada (Jp) em funcdo do tempo
para as membranas de MF e UF, respectivamente. Para ambas as membranas, o fluxo foi
diminuindo gradualmente com o tempo e com a reducdo da pressdo. No final de ambos os
processos observou-se um fluxo constante, confirmando a finalizagdo da compactagdo. A
microfiltracdo teve sua compactacdo finalizada em 155 minutos, enquanto a ultrafiltracdo

finalizou a compactagdo em 125 minutos.
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Figura 14. Fluxo de permeado em fungdo do tempo na compactacdo da membrana de MF.
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Figura 15. Fluxo de permeado em funcdo do tempo na compactacdo da membrana de UF.

Na compactacdo da membrana de MF sob pressédo de 1 bar, o fluxo médio foi de
568,89 L-h"'m™. Em 0,8 bar, a média foi de 500,74 L-h"*m™. Em 0,6 bar, o fluxo médio foi de
438,52 L-h™*m™. Na pressdo de 0,4 bar, o fluxo médio foi de 380,74 L-h"'m? e em 0,2 bar a
média foi de 342,22 L-hm?,

Na compactacdo da membrana de UF sob pressdo de 2 bar, o fluxo médio foi de
29,83 L-hm™. Em 1,5 bar, a média foi de 24,75 L-h*m™?. Em 1 bar, o fluxo médio foi de
18,17 L-h*m e na presséo de 0,4 bar, o fluxo médio foi de 13,02 L-h*m?,

Favero (2014) realizou compactacdo de membranas poliméricas de MF e UF em seus
estudos e observou uma reducéo de fluxo de &gua em relacdo ao tempo durante a compactagéo
em pressdo de 5 bar, atingindo por fim um fluxo constante em 120 minutos.

Cadore (2015) realizou a compactacdo de uma membrana de MF de poli(éter-imida)
(PEI) em uma pressdo de 0,3 bar e observou uma reducdo do fluxo ao longo do tempo até se
tornasse estavel ap6s 6 minutos. Porém, ap0s 24 horas foi constatado que houve a

descompactacdo da membrana devido a acomodacéo natural das cadeias poliméricas.



5.1.2 Permeabilidade hidraulica
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A Figura 16 e a Figura 17 mostram o fluxo de 4gua permeada (Jp) em funcéo da pressao

(P) aplicada para as membranas de MF e UF, respectivamente. Para ambas as membranas, 0

fluxofoi aumentando gradualmente com o tempo e com o0 aumento da pressao.
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Figura 17. Fluxo de &gua permeada em fungdo da pressdo para a membrana de UF.
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A permeabilidade hidraulica obtida para a membrana de MF por meio da equagéo da
reta foi de 308,15 L-h™-m2-bar. O valor encontrado diferiu da permeabilidade hidraulica
tedrica da membrana fornecida pelo fabricante, que era de 127,20 L-h-m2.bar? (PAM
MEMBRANAS — manual do fabricante). O fluxo de &gua permeada apresentou comportamento
linear no decorrer do processo (R% = 0,9857). A divergéncia entre os valores da permeabilidade
hidraulica tedrica e préatica pode ser explicada pela possivel ocorréncia de uma descompactacédo
da membrana, modificando suas caracteristicas iniciais.

Paraa membrana de UF, a permeabilidade hidraulica obtida foi de
12,502 L-h"*-m2.bar?. O valor foi semelhante a permeabilidade hidraulica teérica da
membrana fornecida pelo fabricante, que era de 11,95 L-h**-m2-bar ! (PAM MEMBRANAS —
manual do fabricante). O comportamento do fluxo de agua permeada apresentou uma linearidade
constante de crescimento (R? =0,9999). O valor de permeabilidade hidraulica coerente deve-se
as caracteristicas e propriedades da membrana comercial mantidas durante o processo.

Cadore (2015) realizou um estudo de permeabilidade hidraulica em uma membrana de
microfiltragdo de poli(éter-imida) (PEI) em uma pressdo de 0,3 bar. A permeabilidade
encontrada foi de 73 L-h :m" 2.bar" !, enquanto a permeabilidade hidraulica tedrica da
membrana fornecida pelo fabricante era de 300 L-h™*-m"2-bar 1. As diferencas foram explicadas
pelo desgaste da membrana provocado pela utilizacdo recorrente.

Ghiggi (2014) obteve uma permeabilidade hidraulica de 7 L-h"t-m™2-bar ! para uma
membrana de ulltrafiltracdo testada em pressdo variavel de 3 a 6 bar. Favero (2014) realizou
testes de permeabilidade hidraulica de membranas poliméricas de MF e UF em seus estudos e
observou um crescimento do fluxo de d&gua com o aumento da pressdo. Cristofoli (2016)
realizou testes de permeabilidade hidraulica com seis membranas ceramicas e compaositas de
MF desenvolvidas em seus estudos, com pressao variando de 0,5 a 3,5 bar, e verificou que para
todas elas o fluxo de &gua aumentou com o0 aumento da pressdo aplicada. Osvalores de
permeabilidade hidraulica variaram de 25,1 L-h*-m2-bar- ! a 2045,9 L-h"t-m2-bar 1.

Persson e colaboradores (1995) realizaram um estudo sobre compactacdo de
membranas e observaram que a compactacdo afetou o fluxo de agua permeada de uma
membrana polimérica de microfiltracdo. A permeabilidade hidraulica diminuiu
exponencialmente com o aumento da pressdo aplicada. Apesar de promover uma reducdo de

fluxo, a compactacdo ndo alterou as propriedades de separacdo das membranas.



5.1.3  Fluxo de kombucha permeada
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A Figura 18 e a Figura 19 mostram o fluxo da kombucha K: permeada (Jp) em funcéo

do tempo para as membranas de MF e UF, respectivamente.
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Figura 18. Fluxo de kombucha permeada em func¢do do tempo na MF.
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No processo de MF o fluxo foi aumentando com o passar do tempo e com 0 aumento
da pressdo aplicada. Na pressdo de 0,2 bar, o fluxo médio de permeado foi de 73,78L-ht-m?2.
Em 0,4 bar, a média aumentou para 83,41 L-h™-m™. Em 0,6 bar, o fluxo médio aumentou para
90,81 L-h™-m™. Em 0,8 bar a média aumentou para 101,93 L-h™*-m? e em 1 bar chegou a média
de 120,30 L-h*m?

No processo de UF o fluxo de permeado reduziu ao longo do tempo e com a elevagao
da pressdo aplicada. Na pressao de 0,5 bar, o fluxo médio de permeado foi de
3,36 L-h"1-m'2. Em 1 bar, a média aumentou para 3,42 L-h*-m2. Em 1,5 bar, o fluxo médio
reduziu para 2,98 L-h-m? e em 2 bar reduziu para 2,00 L-h*-m?,

Em ambos os processos, percebeu-se que o fluxo de permeado € mais estavel em
pressdes mais baixas. De acordo com Kumar e Ismail (2015), a aplicacdo de uma pressédo
menor, apesar de demandar um tempo maior de processo, promove um fluxo constante e requer
menos energia. 1sso sugere que o fluxo critico esta nas regides de baixa presséo. O fluxo critico
é o fluxo acima do qual o fouling € observado. Abaixo desse fluxo, o fouling é desconsideravel
e ndao ha declinio de fluxo com o tempo. Ou seja, 0 fluxo critico delimita a regido de baixa taxa
de fouling e a de alta taxa de fouling (VIRTANEN et al., 2018). Por isso, a sugestdo foi a
aplicacdo de uma presséo de 0,2 bar para a MF e de 1 bar para a UF.

Para ambas as membranas, no geral houve declinio no fluxo de kombucha permeada
em cada pressdo avaliada individualmente. A estrutura densa da membrana promovida pela
compactacdo pode acarretar na diminuicdo do fluxo de permeado. Quando uma membrana
polimérica é colocada sob pressédo, os polimeros sdo ligeiramente reorganizados e a estrutura é
alterada (PERSSON et al., 1995). Isso resulta na reducdo da porosidade da membrana ou no
fechamento de poros, aumentando a resisténcia e reduzindo a permeabilidade (TANIS-
KANBUR et al., 2019).

A diminuicdo do fluxo de kombucha permeada em funcdo do tempo na ultrafiltracdo
esta relacionada com o fouling e a polarizacdo por concentracdo ocorridos durante o0 processo.
O fato da corrente de concentrado retornar para o tanque de alimentacdo ao longo do PSM
acarretou em uma alimentacdo cada vez mais concentrada, contribuindo para o acimulo de
particulas e para o declinio do fluxo.

Apesar dos fenémenos de fouling e polarizacdo por concentracdo estarem presentes,
houve um aumento no fluxo de kombucha permeada em funcdo do tempo na microfiltracdo.
Este comportamento pode estar relacionado com a possibilidade de ter ocorrido uma
descompactacdo da membrana ou de haver algum macroporo presente na membrana que tenha

facilitado a passagem das particulas. ModificacBes nas propriedades da membrana podem
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ocorrer como resultado da deterioracdo fisica ou quimica da membrana. Em pressdes de
operagdo elevadas, a membrana pode apresentar deformacGes que modificam sua
permeabilidade (VIRTANEN et al., 2018).

Sui e colaboradores (2022) realizaram um estudo de ultrafiltragdo em vinhos em
pressdo constante e observaram uma reducgéo do fluxo de permeado ao longo do tempo, causado
pela incrustacdo de alguns componentes do vinho. Foi avaliado também o comportamento do
vinho permeado em relacdo a diferentes pressdes aplicadas. Inicialmente, 0 aumento da presséo
resultou em um aumento do fluxo de permeado. Apds certo tempo, houve um declinio no fluxo
causado pela deposi¢do de particulas na superficie da membrana.

Mejia e Yanez-Fernandez (2021) realizaram testes de microfiltracdo em suco de pera
e observaram uma reducgéo do fluxo de permeado com o tempo de operacdo em diferentes
pressdes, devido ao acimulo de particulas na superficie e nos poros da membrana. Durante o
processo, diferentes estagios foram observados. Nos primeiros 12 minutos, houve uma grande
queda no fluxo de permeado em todas as pressoes testadas. Depois, até os 60 minutos, o fluxo
foi decaindo lentamente. A partir desse tempo, o fluxo se estabilizou, atingindo o estado
estacionario. A medida que a pressdo aumentava, o fluxo passou a ser independente da pressdo
aplicada.

Khosravi e colaboradores (2022) realizaram a caracterizacdo de membranas de PES
de nanofiltracdo na filtracdo de uma solucéo proteica de albumina do soro bovino. O processo
foi realizado por 30 minutos em uma pressdo de 5 bar e por mais 60 minutos em uma pressao
de 4 bar. A pressdo de operacéo foi reduzida para obtencéo de um fluxo mais uniforme. O fluxo
de permeado foi uniforme nos primeiros 60 minutos e depois comegou a decair, 0 que pode ser

atribuido a incrustacdo na membrana ap0s a passagem da solucéo de proteina.

5.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE KOMBUCHA

A Tabela 3 e a Tabela 4 apresentam os resultados obtidos das analises realizadas nas
amostras de kombucha K e Kz, respectivamente, antes do processo de filtragdo, apos a filtracéo
a vacuo (FV) e ap6s a execucdo dos PSM de microfiltracdo (MF) e ultrafiltracdo (UF). Nas
tabelas constam também o percentual de aumento ou reducdo de cada parametro. Os percentuais
das amostras apos filtracdo a vacuo foram calculados em relacdo as amostras iniciais. Ja 0s
percentuais das amostras apds os processos de MF e UF foram calculados em relacdo as

amostras filtradas a vacuo, devido ao PSM ter sido realizado com as amostras ja filtradas a
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vécuo. Os resultados obtidos de cada analise serdo abordados, discutidos e comparados entre si

nos itens subsequentes.

Tabela 3. Resultados dos par@metros analisados das amostras de kombucha Kj.

A - ) Apds PSM
Parametro Inicial Apos FV EV + ME EV + UE
. 61,00 12,09 0,10
Turbidez (NTU) 337,00 (-81,90 %) | (-80,18 %) | (- 99,84 %)
Soélidos 634 210 213 44
Sélidos (mg-L) Suspensos (-66,88%) | (+1,43%) | (- 79,05 %)
g Sélidos 31762 31234 30656 30308
Dissolvidos (- 1,66 %) (- 1,85 %) (- 2,96 %)
- 2,42 2,36 2,40
. L | Acetico 186 | (1 30100%) | (-2.48%) | (-0,82%)
Acidos (0L Mizrico 0 0 0 0
Glucbénico 0 0 0 0
3,29 3,53 3,38
pH 319 1 (13130 | (+7.20%) | (+2.74%)
. fo 4 38,61 39,32 37,39
Acidez Volatil (mEqg-L™) 38,87 (-067%) | (+184%) | (-3.16 %)
« - 14 5,36 4,88 4,95
Graduacao alcodlica (g-L™) 4,25 (+26.16 %) | (- 8,96 %) (-7,65 %)
. 14,94 15,02 14,97
actcares (g L) oo | M | (r30379) | (+054%) | (+0.20%)
11,09 11,16 11,11
Frutose 847 | (+30,92%) | (+0,63%) | (+0,18 %)
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Tabela 4. Resultados dos parametros analisados das amostras de kombucha Ko.

A - , Apds PSM
Parametro Inicial Apos FV EV £ ME EV + UF
. 105,00 17,53 78,70
Turbidez (NTU) 431,00 (- 75,64 %) | (-83.30%) | (- 25,05 %)
Sélidos 158 300,00 62,00 130,00
Sélidos (mg-LY) Suspensos (+89,97 %) | (-79,33%) | (- 56,67 %)
g Sélidos 11978 13348,00 14102,00 12920,00
Dissolvidos (+11,44%) | (+565%) | (-3,21%)
Microrganismos aerobios 9.6.102 8,9-102 4-102 8,1-102
mesofilos (UFC-mL™?) ’ (- 7,29 %) (- 53,93 %) (- 8,99 %)
- 6,44 6,52 5,97
Acetico 261 | (1 147,000%) | (+1,24%) | (-7.30 %)
- 4 . 0,10 0,11 0,11
Acidos (g-L™) Propidnico | 0,1958 (-47.41%) | (+0,10%) | (+0,10 %)
. 0,19 0,32 0,27
Butirico | 04231 | 54'8606) | (+68,42%) | (+ 42,11 %)
H 296 3,03 3,06 3,05
P ' (+2,36%) | (+0,99%) | (+0,66 %)
. N 1 67,15 68,24 67,42
Acidez Volatil (mEqg-L™) 63,62 (+ 5,55 %) (+1,62%) | (+0,40 %)
« - 1 11,88 11,96 10,68
Graduacao alcodlica (g-L™) 5,79 (+ 105,41 %) | (+0,67%) | (- 10,10 %)
. 573 6,09 95,67
actcares L) || 312 | (+83.35%) | (+628%) | (-105%)
¢ g Frutose 5 07 11,45 11,38 10,04
' (+117,11%) | (-0,61%) | (- 12,31 %)

5.2.1  Turbidez

Para a kombucha K1, os PSM foram eficientes na reducdo da turbidez. O coeficiente
de variacdo (Cv) entre a amostra antes e depois da MF foi de 94,64 % e o Cv entre a amostra
antes e depois da UF foi de 140,96 %, o que mostrou que os resultados foram estatisticamente
diferentes e que a realizacdo dos PSM afetou a turbidez da kombucha. O Cv entre a amostra
microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 139,10 %, o que significa que houve diferenca
estatistica entre os PSM e os resultados de turbidez foram significativamente alterados de
acordo com a membrana utilizada. A filtracdo a vacuo também mostrou eficiéncia significativa
para reduzir o teor de turbidez da kombucha, apresentando um Cv de 98,07 % quando
comparada com a kombucha inicial.

A kombucha K, também apresentou reducdo significativa de sua turbidez com os

PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 100,96 % e o Cv entre a amostra antes
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e depois da UF foi de 20,25 %. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi
de 89,90 %, comprovando que o tipo de membrana afetou no teor de reducgdo da turbidez. A
kombucha filtrada a vacuo apresentou um Cv de 86,01 % em relacdo a kombucha inicial,
mostrando eficiéncia na reducdo da turbidez também.

A turbidez foi provocada principalmente por particulas em suspensdo, em sua maioria
compostos sélidos e microrganismos que dificultaram a passagem da luz. Na etapa de pré-
filtracdo ficaram retidos alguns componentes solidos de maior tamanho, visualmente
perceptiveis. Na membrana de microfiltragdo, com poros entre 107 e 10° m, ficaram retidos
parte dos compostos em suspensao, dos coloides e dos microrganismos responsaveis pela
aparéncia turva. Ja a membrana de ultrafiltragdo, com porosidade entre 10° e 107 m, promoveu
a retencdo de parte de outras macromoléculas além dos componentes citados (WEN-QIONG et
al., 2019). A retencdo destes compostos reduziu significativamente a turbidez da amostra,
tornando a aparéncia mais agradavel visualmente.

A menor reducéo de turbidez na K> com a UF em relacdo a MF pode estar associada
com o fato de que a microfiltragdo foi realizada um dia antes da ultrafiltracdo. A matriz
complexa da kombucha pode apresentar comportamento variado em diferentes condigcdes e em
um curto espaco de tempo. Antes do processo de UF a kombucha permaneceu armazenada sob
refrigeracdo, mas a fermentacao continuou ativa. A fracdo de kombucha utilizada para a UF foi
o final do lote da amostra, com mais residuos e maior acidez. Em funcao da acidez acentuada,
alguma fibra pode ter se rompido e a separacdo pode nao ter sido tdo eficiente. Além disso, o
carater acido resultou em uma corrosdo das conexdes da tubulacdo do processo. As particulas
responsaveis pela turbidez da kombucha ultrafiltrada podem ser resultantes da oxidacdo dos
materiais, e ndo da propria kombucha. A membrana de UF ja estava desgastada devido ao uso
continuo, e ao final do processo foi descartada.

A literatura sobre filtracdo de kombuchas é limitada, tornando escasso o embasamento
tedrico para discussao dos resultados. Foram utilizadas referéncias de estudos em cervejas e
vinhos, por se tratarem de bebidas fermentadas com bioquimica semelhante a da kombucha.
Outras bebidas também serviram de referéncia para comparacdo de parametros analiticos.

Em estudos anteriores, testes foram realizados com membrana de microfiltracdo de
nailon para reduzir a turbidez de cervejas, o que resultou em uma reducédo de 95,6 % a 99,6%
na turbidez (LEMMA et al., 2015). Omelchenko e colaboradores (2021) realizaram testes de
microfiltracdo em cervejas e observaram uma reducao de 17,24 % na turbidez.

Com a utilizacdo de membrana de UF de alumina, Pinto e colaboradores (2008)

obtiveram redugdo de 48,6 % na turbidez de vinhos. Ja Urkiaga e colaboradores (2002)
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avaliaram em seus estudos a MF de vinhos utilizando membranas de polietersulfona e
alcancaram resultados de 96,7 % de reducdo na turbidez. Sui e colaboradores (2022) também
observaram reducdo significativa na turbidez de vinhos apds passarem por processos de
ultrafiltragdo, comprovando a eficacia da UF em remover os s6lidos em suspensdo e coloides
da bebida. Roséria e colaboradores (2022) realizaram um estudo de microfiltracdo em vinhos e
observaram uma reducdo nos valores de turbidez para todos os vinhos estudados. Os teores de
reducéo variaram entre 63,6 % e 87,6 % em relagdo ao valor inicial.

Mejia e Yéafez-Fernandez (2021) realizaram estudos de microfiltragdo em suco de
pera. O valor inicial da turbidez do suco era de 164,3 NTU, e apds a MF a turbidez reduziu para
0,37 NTU.

5.2.2  Sélidos suspensos e sdlidos dissolvidos

Para a kombucha K1, o Cv para solidos suspensos entre a amostra antes e depois da
MF foi de 1,00 %, o que significa que ndao houve diferenca estatistica significativa. Essa
diferenca pode estar relacionada com alguma possivel contaminacdo durante a analise de
solidos suspensos, que resultou em um valor alto para a amostra microfiltrada. O Cv entre a
amostra antes e depois da UF foi de 92,42 %, o que mostrou que os resultados foram
estatisticamente diferentes e que a realizacdo do PSM afetou a concentracdo de solidos
suspensos da kombucha. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de
93,00 %, o que significa que houve diferenca estatistica entre os PSM e os resultados de sélidos
suspensos foram significativamente alterados de acordo com o método de PSM. A filtracdo a
vacuo mostrou eficiéncia significativa para reduzir o teor de sélidos suspensos da kombucha,
apresentando um Cv de 71,05 % quando comparada com a kombucha inicial. Os resultados
estdo coerentes com os resultados obtidos da turbidez, exceto para a MF devido a possivel
contaminacdo, pois os sélidos suspensos sdo 0s principais compostos responsaveis pela
aparéncia turva de uma solucdo. Uma reducdo da concentracdo de sélidos suspensos gera,
portanto, uma reducéo no valor de turbidez.

A kombucha Ki ndo apresentou reducdes significativas na quantidade de sélidos
dissolvidos apds os PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 1,32 % e o Cv entre
a amostra antes e depois da UF foi de 2,13 %. Entre as kombuchas microfiltrada e ultrafiltrada,

o Cv foi de 0,81 %. A realizacdo da filtragdo a vicuo também n&o afetou significativamente a
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concentracdo de solidos dissolvidos, apresentando um Cv de 1,19 % em relacdo & kombucha
inicial.

Para a kombucha Kz, a concentracéo de sélidos suspensos reduziu significativamente
com 0s PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 92,98 % e o Cv entre a amostra
antes e depois da UF foi de 55,91 %, o que mostrou que os resultados foram estatisticamente
diferentes. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 50,09 %, o que
significa que houve diferenga estatistica entre os PSM e os resultados de solidos suspensos
foram significativamente alterados de acordo com o método de PSM. J4 a filtracdo a vacuo
promoveu um aumento na concentracdo de s6lidos suspensos, apresentando um Cv de 43,84 %
em relagdo & amostra de kombucha inicial. Os resultados da MF e UF estdo coerentes com 0S
valores de turbidez obtidos para as amostras. O fato da reducdo da quantidade de sélidos
suspensos ter sido maior com a MF segue a explicagdo descrita em 5.2.1, considerando-se
possiveis falhas no processo de UF e a matriz complexa da amostra. Nos resultados de filtracao
a vacuo acredita-se que tenha ocorrido alguma contaminagdo durante a analise de solidos
suspensos, pois 0 método gravimétrico € muito manual e passivel a equivocos. O aumento na
concentracdo de sélidos ndo era esperado. Além disso, o aumento de sélidos suspensos nao
condiz com o valor de turbidez encontrado, que apresentou reducéo apos a filtracéo a vacuo.

Na kombucha K> ndo foram observadas diferengas estatisticas nos resultados de
solidos dissolvidos, garantindo a conservacdo de outros variados componentes na bebida
filtrada. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 3,88 % e o Cv entre a amostra antes
e depois da UF foi de 2,30 %. Entre as kombuchas microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de
6,19 %. A realizacdo da filtracdo a vacuo também ndo afetou a concentracdo de solidos
dissolvidos, apresentando um Cv de 7,65 % em relacdo a kombucha inicial.

Os sélidos suspensos possuem em média tamanho na ordem de 10° m e os sdlidos
dissolvidos na ordem de 10° m (KIM & ADHIKARI, 2020). A etapa de pré-filtragio reteve
partedos solidos em suspensdo. Segundo Wen-Qiong e colaboradores (2019), a membrana de
microfiltragdo, com poros entre 107 e 10° m, permite a retengdo da maioria dos sélidos
suspensos. Ja a membrana de ultrafiltragdo, com porosidade entre 10° e 10”7 m, além dos sdlidos
suspensos retém parte dos sélidos dissolvidos.

Testes foram realizados com membrana de microfiltracdo de nailon em cervejas, que
acarretou em uma reducdo da maior parte dos solidos suspensos. Ja os sélidos dissolvidos ndo

apresentaram variages significativas antes e apds o PSM (LEMMA et al., 2015).
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Nugraha e colaboradores (2017) realizaram uma pesquisa sobre purificacdo de bebidas
fermentadas de brocolis com membranas de MF com porosidade de cerca de 0,15 um. O
contetido de sdlidos totais reduziu de 5,60 % para 3,60 %.

5.2.3 Contagem de microrganismos

Foi constatado uma reducdo na concentracdo de microrganismos aerébios mesoéfilos
na kombucha K ap6s 0s PSM. A reducdo da quantidade de microrganismos é condizente com
a reducdo observada nos resultados de turbidez para todos os métodos de filtracdo. A
justificativa da maior quantidade de microrganismos na kombucha ultrafiltrada em relacéo a
kombucha microfiltrada segue o fundamento da continuidade da fermentacédo antes do processo
de UF e da complexidade da matriz de kombucha, conforme explicado em 5.2.1. O Cv entre a
amostra antes e depois da MF foi de 52,22 %, 0 que mostrou que os resultados foram
estatisticamente diferentes e que a realizacdo desse PSM afetou significativamente a quantidade
de microrganismos da kombucha. Ja o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 6,66 %,
mostrando que ndo houve variagéo significativa devido as limitacGes enfrentadas na UF. O Cv
entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 46,37 %, o que significa que houve
diferenca estatistica entre os PSM e as concentragdes de microrganismos foram
significativamente alteradas de acordo com o0 método de PSM, também devido as limitacdes da
UF. A filtracdo a vacuo ndo foi eficiente para reduzir o teor de microrganismos da kombucha,
apresentando um Cv de 5,35 % quando comparada com a kombucha inicial.

Mesmo apos as filtragdes, uma certa quantidade de microrganismos se manteve. 1sso
¢ importante para manter as caracteristicas probidticas da kombucha, pois alguns
microrganismos possuem propriedades benéficas quando consumidos em quantidades
adequadas (WATAWANA et al., 2015a).

Microrganismos aerobios mesofilos sdo aqueles que sdo ativos em temperatura
ambiente. A kombucha é composta por microrganismos que possuem variados tamanhos, com
dimensdes na ordem de 10° a 107 m (KIM & ADHIKARI, 2020; NUGRAHAet al., 2017). As
bactérias do acido acético, por exemplo, sdo microrganismos aerébiosmesoéfilos que possuem
cerca de 6-107 m a 8-107 m de comprimento, sendo em forma de haste reta ou ligeiramente
curva. As leveduras sdo microrganismos maiores, com didmetro de cerca de 5-10° m (RASPOR
& GORANOVIC, 2008).
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A filtracdo a vacuo ndo permitiu a retencdo de muitos microrganismos. Com a
membrana de microfiltragido, com poros entre 107 e 10° m, foi possivel reter alguns
microrganismos, dependendo da sua forma e disposi¢do. Ja na membrana de ultrafiltragdo, com
porosidade entre 10° e 107 m, a maioria dos microrganismos poderia ter sido retido devido seu
tamanho ser superior ao tamanho dos poros da membrana.

Segundo Thurmer (2010), particulas como células de processos fermentativos foram
removidas por membranas de MF e UF. Turossi e colaboradores (2021) avaliaram
microbiologicamente uma cerveja antes e depois de um processo de MF e observaram a reducao
de 94,10 % dos microrganismos aerobios mesofilos com a filtragéo.

Membranas de microfiltracdo de nailon ja foram utilizadas em testes para remover
bactérias patégenas e para reduzir a concentracdo microbiana geral de bebidas e,
consequentemente, aumentar a estabilidade do produto. Nesses testes, células de leveduras
foram removidas de bebidas fermentadas para sua recuperacao e posterior reaproveitamento. Ja
as bactérias ndo foram totalmente removidas, mas sua concentragéo foi reduzida. A diferenca
de retencdo entre bactérias e leveduras pode ser explicada pelas diferentes formas das células,
cuja configuracdo permite ou ndo a passagem pelos poros da membrana. As leveduras eram
maiores e foram retidas pela membrana (LEMMA et al., 2015).

Estudos de Hassan e colaboradores (2013) apontam a ocorréncia de incrustacdes
biologicas reversiveis e irreversiveis em membranas cerdmicas planas de MF, devido ao
crescimento de microrganismos na superficie. Os testes foram realizados com a levedura
Saccharomyces cerevisiae e com a bactéria Escherichia coli. Em funcdo do seu tamanho e
forma, as células de microrganismos podem ser aprisionadas nos poros da membrana. Nos
testes, apenas as bactérias gram-negativas permearam, enquanto as gram-positivas ficaram
retidas.

A quantidade de células microbianas da kombucha podem atingir cerca de
10% UFC-mL . Estudos constataram que o nimero de leveduras presentes na kombucha supera
0 numero de bactérias. Além disso, o nimero de células de microrganismos é maior no liquido
do que na pelicula celulésica. Em alguns casos, pode ocorrer 0 aumento da populacdo de
bactérias e leveduras durante a fermentacdo por esses microrganismos terem a capacidade de
consumir os substratos disponiveis e prosperar no ambiente fornecido. Em outros casos, ha a
diminuicdo da concentracdo de microrganismos com o tempo devido a inativacdo dos mesmos
(WATAWANA et al., 2015b).

Em um estudo conduzido por Essawet e colaboradores (2015), uma amostra de

kombucha foi avaliada microbiologicamente e os resultados obtidos mostraram que a populagéo
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vidvel de leveduras cresceu exponencialmente por 10 dias de fermentacédo, reduzindo a partir
do momento em que os nutrientes se tornaram limitantes e o pH diminuiu. J& as bactérias
acéticas aumentaram rapidamente por 4 dias, seguida por reducgdo continua.

Um estudo desenvolvido por Leonarski e colaboradores (2021) observou um aumento
significativo da concentragdo microbiana do inicio da fermentacéo até o 9° dia, indicando a fase
de crescimento exponencial. Apds, do 9° até o 15° dia, as concentragcdes de levedura ndo
diferiram estatisticamente, indicando a fase estacionaria dos microrganismos. Ja as bactérias do
acido acético, do 9° ao 15° dia apresentaram declinio na sua concentragdo, sugerindo o inicio
da fase de morte celular.

De acordo com Chakravorty e colaboradores (2016), a comunidade microbiana foi
mais diversificada no 7° dia de fermentacdo. Watawana e colaboradores (2016) afirmaram que

ocorreu um aumento na populagédo geral de bactérias e leveduras durante a fermentacao.

5.2.4  Acidos organicos

Na kombucha Ki, o &cido latico e o &cido gluconico ndo foram identificados na
amostra nem inicialmente nem apos as filtracdes. Para o acido acético, o Cv entre a amostra
antes e depois da MF foi de 1,78 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,59 %.
Entre as kombuchas microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de 1,19 %. Os resultados
comprovaram que ndo houve diferenca estatistica nos valores de acido acético e os PSM néo
influenciaram significativamente nos resultados. Ja a amostra filtrada a vacuo apresentou um
Cv de 18,50 % em relacdo a kombucha inicial. No entanto, essa variacdo ndo esta relacionada
com o processo de filtracdo.

Para a kombucha Kz, o Cv do &cido acético entre a amostra antes e depois da MF foi
de 0,87 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 5,36 %. Entre as kombuchas
microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de 6,23 %. Os resultados comprovaram que ndo houve
diferenca estatistica nos valores de 4acido acético e os PSM ndo influenciaram
significativamente nos resultados. Ja a amostra filtrada a vacuo apresentou um Cv de 59,85 %
em relacdo a kombucha inicial. No entanto, essa variacdo também ndo esta relacionada com o
processo de filtracdo.

O 4cido acético possui tamanho na ordem de 10® m (KIM & ADHIKARI, 2020),
permeando facilmente pelo filtro comum e pelas membranas de MF (poros entre 107 e 10° m)

e UF (poros entre 10° e 107 m) e ndo sendo retido no processo.
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O aumento na concentragdo de acido acético nas kombuchas analisadas em relagdo a
kombucha inicial pode estar relacionado com o progresso da fermentagéo. A amostra inicial foi
retirada da garrafa original e armazenada em recipiente fechado sob refrigeracdo para posterior
analise cromatografica. No mesmo dia, a filtracdo a vacuo foi realizada e para isso a amostra
permaneceu aberta em contato com o ar e em temperatura ambiente, para s6 ao final do processo
ser fracionada para posterior realizacdo da MF e UF e ser colocada sob refrigeracdo em
recipiente fechado. Uma vez que a garrafa é aberta, a aeracdo e a temperatura favorecem a
continuidade da fermentacdo, enquanto a refrigeracdo inibe parcialmente. A tendéncia € que a
concentracdo de 4&cido acético aumente no decorrer da fermentagdo, muitas vezes
significativamente (GAGGIA et al., 2018). O aumento da concentracdo de &cido acético se deve
ao fato da fermentacdo continuar ocorrendo ao longo do tempo, havendo a conversdao dos
acucares em etanol pelas leveduras e posterior conversdo do etanol em &cido acético pelas
bactérias (SHAHBAZI et al., 2018).

As concentracdes de acido butirico e acido propiénico da kombucha K> apresentaram
reducdo com a realizacdo dos processos de filtracdo. Para o &cido propibnico, o Cv entre a
amostra antes e depois da MF foi de 6,73 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi
também de 6,73 %. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 0,00 %.
Os resultados comprovaram que ndo houve diferenca estatistica e os resultados de &cido
propibnico ndo foram significativamente alterados com os PSM. J& a filtracdo a vacuo
apresentou uma variagdo significativa com Cv de 43,89 % em relacdo a amostra de kombucha
inicial, mas essa variacdo ndo esta relacionada com o processo de filtracdo. Para o acido
butirico, o Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 36,05 % e o Cv entre a amostra antes
e depois da UF foi de 24,60 %, o que mostrou que os resultados foram estatisticamente
diferentes e que a realizacdo de PSM afetou significativamente a concentracdo de acido butirico
da kombucha. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 11,98 %, o
que significa que houve diferenca estatistica entre os PSM e o0s resultados foram
significativamente alterados de acordo com o método de PSM. A filtracdo a vacuo também
reduziu significativamente a concentracdo de acido butirico, apresentando um Cv de 53,32 %
quando comparada com a kombucha inicial.

As moléculas de acido butirico e acido propiénico sdo maiores que as de acido acético
e possuem tamanho suficiente para parte delas serem retidas na etapa de pré-filtracdo (KIM &
ADHIKARI, 2020). E importante que no final do processo ainda haja certa quantidade de acido
butirico e acido propibnico, pois esses dois acidos organicos atuam como pdés-bidticos e
fornecembeneficios ao organismo (WATAWANA et al., 2015b).
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Nugraha e colaboradores (2017) ja realizaram estudos aplicando PSM em kombuchas
e observaram a retencdo de alguns &cidos organicos. No Quadro 7 constam algumas
concentragdes de acidos organicos encontradas em kombuchas em estudos anteriores realizados
por diferentes autores. Os resultados diferem de acordo com o tempo de fermentacdo. As
propriedades, composi¢cdo e concentracdo dos insumosutilizados também contribuem para a

diversidade das concentracdes de &cidos encontradas.

Acido Concent_gagéo Informagoes Referéncia
(g-L ) adicionais
5,72 7° dia de fermentacdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
12,53 14° dia de fermentagdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
16,57 21° dia de fermentacdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
1,83 14° dia de fermentacdo | ISMAIEL et al. (2016)
1 15° dia de fermentacdo | LEONARSKI et al. (2021)
Agigio 0,96 3° dia de fermentaco EEEE)E ~SKOCINSKA et al.
i ,
e 1,26 7° dia de fermentacéo NEFFE-SKOCINSKA etal.
’ (2017)
1,65 10° dia de fermentagéo EEEE)E -SKOCINSKA etal.
VILLARREAL-SOTO et al.
56-11 - (2020)
2,44 7° dia de fermentacdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
6,38 14° dia de fermentacdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
Acido 7,36 21° dia de fermentacdo | CHAKRAVORTY et al. (2016)
glucénico 1,86 14° dia de fermentacdo | ISMAIEL et al. (2016)
39 i VILLARREAL-SOTO et al.
(2020)
Acido 0.016 ) VILLARREAL-SOTO et al.
glucurénico ' (2020)
0,702 14° dia de fermentacdo | ISMAIEL et al. (2016)
Acido latico 0.18 i VILLARREAL-SOTO et al.
’ (2020)
Acido citrico 2,77 14° dia de fermentacdo | ISMAIEL et al. (2016)
1,5 Crescimento linear | LEONARSKI et al. (2021)

Quadro 7. Concentrac@es de acidos organicos avaliadas em kombuchas por diferentes autores.

525 pH
A amostra inicial da kombucha K: apresentou um pH de 3,19, estando dentro dos
limites estabelecidos pela legislagéo brasileira, entre 2,5 e 4,2 (BRASIL, 2019). As kombuchas

filtradas permaneceram com valores de pH dentro dos limites legais. A kombucha Ki ndo
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apresentou modifica¢des significativas no valor de pH apds os PSM. O Cv entre a amostra antes
e depois da MF foi de 4,98 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 1,91 %. Entre
as kombuchas microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de 3,07 %. A realizagdo da filtracdo a vacuo
também ndo afetou significativamente o valor do pH, apresentando um Cv de 2,18 % em relacéo
a kombucha inicial.

A kombucha Kz, cujo pH inicial era de 2,96, também estava de acordo com a legislacéo
antes e ap0s os processos de filtracdo. A kombucha K> ndo apresentou modificacbes
significativas nos teores de pH apds os PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de
0,70 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,47 %. Entre as kombuchas
microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de 0,23 %. A realizacdo da filtracdo a vacuo também nao
afetou o valor do pH, apresentando um Cv de 1,65 % em relacdo a kombucha inicial. O pH
permaneceu com valores aproximados mesmo com 0 aumento na concentracdo de &cido
acetico, o que mostra que o carater acido da kombucha se deve a presenca de outros acidos alem
do &cido acético.

A medicdo do pH é um fator que controla o curso da fermentacéo e é usado para
determinar o final do processo, pois os valores de pH diminuem durante a fermentacédo. 1sso
ocorre devido a producéo de acidos (PURE & PURE, 2016). Além disso, a concentracao de
jons hidrogénio é um fator que pode ativar ou inibir o desenvolvimento de microrganismos,
pois as bactérias e as leveduras presentes na kombucha se desenvolvem em pHs diferentes
(NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017; SHAHBAZI et al., 2018).

Apos a finalizacdo da producdo da kombucha, o produto ainda continua fermentando
até que haja microrganismos insumos disponiveis (KIM & ADHIKARI, 2020). Apesar da
fermentacao continua, o pH ndo apresentou grande variacdo. Os acidos organicos, que Sao 0S
principais componentes responsaveis pelo baixo pH da kombucha (PURE & PURE, 2016),
possuem tamanho menor que a porosidade da membrana utilizada (KIM & ADHIKARI, 2020),
permeando facilmente e ndo sendo retidos nos PSM.

Apesar do pH tender a reduzir significativamente com o decorrer da fermentacéo
(SHAHBAZI et al., 2018), estudos mostram que apos 7 dias de processo, depois de continuo
crescimento, o pH do meio tende a estabilizar (CHAKRAVORTY et al., 2016). Isso ocorre
devido ao carater de tampao adquirido pela kombucha. Durante a fermentacdo, o dioxido de
carbono ¢é liberado e a solugcdo aquosa de CO:> obtida se dissocia e produz o &nion bicarbonato
(HCOz3"). Este anion reage facilmente com os ions hidrogénio (H") dos &cidos organicos
presentes no meio, inibindo a alteracdo da concentragdo de H* e, desse modo, evitando maiores
alteracdes no pH (ESSAWET et al., 2015).
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Lemma e colaboradores (2015) realizaram microfiltragdo em cervejas e observaram
que o pH das amostras ndo variou significativamente antes e depois do processo. Sui e
colaboradores (2022) avaliaram os valores de pH de vinhos antes e ap6s um processo de
ultrafiltracdo e ndo observaram diferencas significativas entre os resultados. Mejia e Yéfez-
Fernandez (2021) realizaram estudos de microfiltracdo em suco de pera. O valor inicial do pH
do suco era de 5,97, e apds a MF o pH aumentou para 6,72.

Estudos anteriores analisaram o pH de kombuchas e obtiveram valores de 2,0 a 5,3
(KAPP & SUMNER, 2019). Outro estudo encontrou valores de pH variando de 4,5 e 4,8 ap6s
7 dias de fermentacdo (WATAWANA et al., 2015b). Leonarski e colaboradores (2021)
obtiveram um valor de pH inicial para kombucha de 3,3. No 3° dia de fermentacdo esse valor
reduziu para 2,8, e entre 0 12° e 0 15° dia se manteve em 2,5. Suhre (2020) encontrou em suas
pesquisas valores de pH para kombuchas entre 2,5 e 3,5, mostrando ndo haver variacdes
significativas entre os valores obtidos. Ismaiel e colaboradores (2016) encontraram um valor
de pH de 3,14 apos 14 dias de fermentagéo, sendo que o ché inicial ndo fermentado possuia um
pH de 5,0.

Chakravorty e colaboradores (2016) avaliaram o comportamento do pH de amostras
de kombucha em diferentes tempos de fermentacdo. O pH inicial da bebida era de 5,03, apos 7
dias era de 2,28, no 14° dia era de 1,98 e ao final de 21 dias era de 1,88, mostrando que a partir
do 7° dia o pH tende a estabilizar. Watawana e colaboradores (2016) analisaram amostras de
kombucha e obtiveram valores de pH entre 6,0 e 8,0 no inicio da fermentacéo e entre 4,0 e 6,0
ao final do 7° dia de processo.

Neffe-Skocinska e colaboradores (2017) avaliaram a influéncia do tempo e da
temperatura de fermentacéo nos valores de pH de kombuchas. Em 20 °C, o pH inicialmente era
de 3,08, em 3 dias diminui para 2,85, em 7 dias diminui para 2,78 e em 10 dias diminui para
2,67. Em uma temperatura de 25 °C o pH inicial era de 3,07, ap6s 3 dias reduziu para 2,80, apds
7 dias reduziu para 2,79 e ao final de 10 dias reduziu para 2,77. Em 30°C o pH inicial era de
3,04, em 3 dias de fermentacdo decresceu para 2,81, em 7 dias decresceu para 2,71 e por fim,

apos 10 dias, o pH decresceu para 2,63.

5.2.6  Acidez volatil

A acidez volatil inicial da amostra de kombucha K foi de 38,87 mEq-L™. O parametro
ficou dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo, de 30 a 130 mEq-L™* (BRASIL, 2019).
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A kombucha K1 ndo apresentou alteragdes significativas na concentracéo de acidez volatil apds
0s PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 1,29 % e o Cv entre a amostra antes
e depois da UF foi de 2,27 %. Entre as kombuchas microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de
3,56 %. A realizacdo da filtracdo a vacuo também ndo alterou significativamente a concentracdo
de acidez volétil, apresentando um Cv de 0,47 % em relacdo a kombucha inicial.

A kombucha Kz, com acidez volatil inicial de 63,62 mEq-L™, também se mostrou de
acordo com a legislacdo em todas as etapas. A kombucha K> ndo apresentou alteracdes
significativas no teor de acidez volatil apés os PSM. O Cv entre a amostra antes e depois da
MF foi de 1,14 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,28 %. Entre as kombuchas
microfiltrada e ultrafiltrada, o Cv foi de 0,85 %. A realizacdo da filtracdo a vacuo também nao
afetou significativamente a concentracdo de acidez volatil, apresentando um Cv de 3,82 % em
relagcdo a kombucha inicial. A acidez volatil da kombucha apresentou poucas diferencas antes
e apos 0s processos mesmo havendo um aumento na concentracdo de acido acético, o que
mostra que existem outros &cidos na composicdo que contribuem no parametro de acidez
volatil.

Os éacidos volateis presentes na kombucha sdo menores que a porosidade das
membranas de MF e de UF, e também menores do que os poros do filtro comum utilizado na
filtracdo a vacuo (KIM & ADHIKARI, 2020), permeando durante as filtracdes. Os resultados de
acidez volatil foram condizentes com os resultados obtidos para pH, pois os &cidos volateis
contribuem no valor do pH da kombucha.

Sui e colaboradores (2022) avaliaram os valores de acidez volatil de vinhos antes e
ap0s um processo de ultrafiltracdo e ndo observaram diferencas significativas entre o0s
resultados. Cristofoli (2016) realizou analise de acidez volatil em vinhos antes e depois de
processos de MF. Os resultados apresentaram pouca variacdo, comprovando que 0s PSM nao
afetaram a concentracdo de acidez volatil nas amostras.

Estudos de Essawet e colaboradores (2015) mostraram que a acidez volatil aumentou
constantemente no decorrer do processo de fermentacéo, e isso esta relacionado a concentragédo
de &cidos organicos presentes na kombucha (CHAKRAVORTY et al., 2016). A acidez volatil
contribui no valor de pH, e a estabilizacdo dos valores de acidez volatil apds decorrido algum
tempo da fermentacdo esta relacionada com a caracteristica de tampéo adquirida pela bebida
(ESSAWET et al., 2015).
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5.2.7 Graduacao alcodlica

Para a kombucha Kz, a graduacdo alcodlica inicial foi de 0,539 % (v/v). Considerando
os parametros descritos pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2019), a bebida estd entre a
categoria de kombucha nédo alcodlica, cujo limite € 0,5 % (v/v), e a categoria de kombucha
alcoodlica, cuja graduacgdo se encontra entre 0,6 % e 8%. Em relacdo a kombucha filtrada,
obteve-se uma graduacdo alcodlica ap6s a pré-filtracdo, apés a MF e apds a UF de
0,680 % (v/v), 0,618 % (v/v) e 0,627 % (v/v), respectivamente. Considerando os parametros
analiticos da legislagdo (BRASIL, 2019), a bebida filtrada se enquadra na categoria de
kombucha alcodlica. O Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 6,63 % e o Cv entre a
amostra antes e depois da UF foi de 5,62 %. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra
ultrafiltrada foi de 1,01 %. Os resultados comprovaram que ndo houve diferenca estatistica 0s
resultados de teor alcodlico ndo foram significativamente alterados com os PSM. Ja a filtracéo
a vacuo apresentou uma variacao significativa com Cv de 16,33 % em relacdo a amostra de
kombucha inicial, mas essa varia¢do nao esta relacionada com o processo de filtracao.

Para a kombucha K>, a graduagéo alcodlica inicial foi de 0,733 % (v/v). Em relacéo a
kombucha filtrada, obteve-se uma graduacdo alcoolica apds a pré-filtracdo, apos a MF e
apos a UF del,506 % (v/v), 1,515 % (v/v) e 1,354 % (v/v), respectivamente. Emtodas as etapas,
a kombucha foi classificada como alcoolica, de acordo com a legislacdo (BRASIL, 2019). O
Cv entre a amostra antes e depois da MF foi de 0,47 % e o Cv entre a amostra antes e depois da
UF foi de 7,52 %. O Cv entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 8,00 %.
Os resultados comprovaram que nao houve diferenca estatistica os resultados de teor alcodlico
ndo foram significativamente alterados com os PSM. Ja a filtragdo a vacuo apresentou uma
variacao significativa com Cv de 48,74 % em relacdo a amostra de kombucha inicial, mas essa
variacdo ndo esta relacionada com a filtracao.

As moléculas de etanol tém tamanho médio na ordem de 1071° m, permeando
facilmente pelo filtro comum e pelas membranas de MF (poros entre 107 e 10° m) e UF (poros
entre 10° e 107 m) (KIM & ADHIKARI, 2020).

Omelchenko e colaboradores (2021) avaliaram o grau alcoolico de cervejas antes e
depois de um PSM. Os resultados ndo variaram significativamente, sendo observada uma
reducdo de 1,20 % apds a realizacdo da microfiltracdo. Sui e colaboradores (2022) avaliaram o
teor alcodlico de vinhos antes e ap0s a realizacdo de um processo de microfiltracdo, e ndo

observaram diferencas significativas entre os resultados obtidos.
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O aumento da graduacdo alcodlica em relacdo ao teor de alcool inicial pode ser
explicado pelo andamento da fermentagdo, enquanto ha insumos disponiveis para 0S
microrganismos. Segundo Gaggia e colaboradores (2018), a concentracdo de etanol pode
aumentar durante o processo de fermentacdo. Levando em consideracdo a natureza da
kombucha, por ser uma bebida fermentada, a producdo de etanol a partir dos aglcares é
inevitdvel (KIM & ADHIKARI, 2020). A concentracdo de etanol tende aaumentar com o
andamento da fermentacdo até cerca de 14 dias ap0s o inicio do processo fermentativo. Apos
isso, a tendéncia é que sua concentracdo seja reduzida devido ao consumo de etanol pelas
bactérias para producdo de acido acético (CHAKRAVORTY et al., 2016).

Considerando que a fermentagdo ndo € interrompida enquanto ainda houver aglcares
e microrganismos, um aumento na concentracdo de etanol pode ser observado no momento da
compra de uma kombucha, quando comparado ao seu teor alcodlico original. Esse € um dos
maiores desafios enfrentados pelos produtores. E importante manter a bebida refrigerada, pois
uma kombucha refrigerada a 4 °C tem tendéncia a produzir menos etanol do que a mesma
bebida mantida em temperatura ambiente (SUHRE, 2020). E comum encontrar nas prateleiras
kombuchas com teor de etanol maior do que os limites estabelecidos pela legislacdo, apesar de
geralmente o produto ser comercializado como uma bebida nao-alcoolica (EBERSOLE et al.,
2017).

Kapp e Sumner (2019) analisaram o grau alcoolico de kombuchas e obtiveram valores
de 0,7 a 1,3 % (v/v). Concentrac6es de etanol de 0,697 % (v/v) também foram observadas por
Villarreal-Soto e colaboradores (2020). Outros estudos avaliaram a concentracdo de etanol em
kombuchas apds 14 dias de fermentacdo, e os resultados obtidos variaram entre 0,018 e
0,739 % (v/v) (GAGGIA et al., 2018).

Suhre (2020) observou em suas pesquisas teores alcodlicos de 0,58 a 3,02 % (V/v).
Amostras de kombucha analisadas por Talebi e colaboradores (2017) mostraram variacdo no
grau alcoolico, variando de 1,1 a 2,0 % (v/v). Foram relatados ainda teores maximos de etanol
de 1,153 % (v/v) ap6s 24 dias de fermentacdo, reduzindo para 0,089 % (v/v) apds 62 dias.

Neffe-Skocinska e colaboradores (2017) estudaram o comportamento do etanol em
kombuchas em diferentes tempos e temperaturas de fermentacao. Inicialmente, no dia zero, ndo
ha presenca de etanol. Na temperatura de 20 °C, o teor de etanol no 3° dia atingiu 0,393 % (Vv/v),
no 7° dia 0,899 % (v/v) e no 10° dia 1,356 % (v/v). Em 25°C, ap6s 3 dias de fermentacdo o
etanol estava em 0,393 % (v/v), apos 7 dias 0,989 % (v/v) e apos 10 dias 1,394 % (v/v). Em
30 °C, em 3 dias o etanol apresentou uma concentracgao 0,279 % (v/v), em 7 dias 0,545 % (v/v)
e em 10 dias 0,875 % (v/v).
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5.2.8 Acucares

Na kombucha Kz, o Cv para a glicose entre a amostra antes e depois da MF foi de
0,38 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,14 %. O Cv entre a amostra
microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 0,24 %. Para a frutose, o Cv entre a amostra antes
e depois da MF foi de 0,44 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,13 %. O Cv
entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 0,32 %. Os resultados
comprovaram que ndo houve diferenca estatistica e os valores de monossacarideos ndo foram
significativamente alterados com os PSM. Ja a filtracdo a vacuo apresentou uma variacao
significativa com Cv de 18,64 % para a glicose e de 18,94 % para a frutose em relagcdo a amostra
de kombucha inicial. Essa variagdo nao esta relacionada com o processo de filtragdo, e sim com
a producdo continua de monossacarideos.

Na kombucha Kz, o Cv para a glicose entre a amostra antes e depois da MF foi de
4,31 % e o Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 0,74 %. O Cv entre a amostra
microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 5,05 %. Para a frutose, o Cv entre a amostra antes
e depois da MF foi de 0,43 % e 0 Cv entre a amostra antes e depois da UF foi de 9,28 %. O Cv
entre a amostra microfiltrada e a amostra ultrafiltrada foi de 8,85 %. Os resultados mostram que
ndo houve diferencas estatisticas e 0s PSM ndo afetaram significativamente a concentracdo dos
acucares. Ja a filtracdo a vacuo apresentou uma variacao significativa com Cv de 41,71 % para
a glicose e 52,27 % para a frutose em relacdo a amostra de kombucha inicial, o que esta
relacionado com a producdo continua desses agucares.

O tamanho das moléculas dos monossacarideos é na ordem de 10 a 10° m
(NUGRAHA et al., 2017). Essas moléculas permeiam facilmente pelo filtro comum, pela
membrana de MF (poros entre 107 e 10 m) e pela membrana de UF (poros entre 10° e 10" " m).
Isso acarreta na preservacdo de suas concentracfes ap0s 0s processos de filtracdo. Os acUcares
de baixa massa molar, como a glicose e a frutose, podem ser retidos apenas por membranas de
osmose inversa (THURMER, 2010).

Cristofoli (2016) realizou um estudo sobre o teor de agucares redutores em vinhos
antes e depois de um processo de MF. Os resultados apresentaram pouca variagdo, sendo o
valor inicial de 2,63 g-L! e os valores finais variando de 1,73 g-L*a 2,55¢g-L™.

Nugraha e colaboradores (2017) realizaram uma pesquisa sobre purificacdo de bebidas
fermentadas de brocolis e de espinafre com membranas de MF com porosidade de cerca de
0,15 pum. O contetdo de aglcares redutores reduziu de 96,51 g-L* para 43,38 g-L™ nas bebidas
de brécolis, e aumentou de 86,30 g-L* para 116,43 g-L ™ nas bebidas de espinafre.
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Os acUcares redutores sdo 0s aglcares que, em solucdes basicas, apresentam grupos de
aldeidos ou cetonas livres capazes de sofrer oxidacdo. A glicose e a frutose, além dos demais
monossacarideos e de alguns dissacarideos, sdo classificados como acgucares redutores. O
aumento inicial na concentracdo dos agUcares pode ser atribuido pela hidrolise da sacarose
(ISMAIEL et al., 2016). Como a kombucha foi saborizada com frutas vermelhas, os agucares
contidos nas frutas serviram como fonte de carbono para a continuidade da fermentacéo. Entéo,
a medida que a fermentacdo seguiu, as concentrac@es de glicose e frutose no meio aumentaram.
Entretanto, asleveduras utilizam a glicose e a frutose disponiveis como fonte para produzir
etanol, entdo a tendéncia é a concentracdo desses acucares reduzir com o tempo
(CHAKRAVORTY et al., 2016).

As concentracdes finais de cada monossacarideo podem diferir de uma fermentacgéo
para outra, poisas vias metabolicas ndo ocorrem sempre da mesma forma. A espécie e a
atividade metabolica dos microrganismos tém influéncia determinante nas converses dos
acucares durante a fermentacdo (ISMAIEL et al., 2016). Foi relatado na literatura, por analises
das rotas fermentativas, que grande parte dos microrganismos envolvidos na fermentagédo
preferem a frutose em relacdo a glicose como fonte de alimentacdo para producédode etanol,
resultando em uma metabolizacdo mais rapida da frutose (KIM & ADHIKARI, 2020;
VAZQUEZ-CABRAL et al. 2017). Algumas leveduras do género Saccharomyces tém
preferéncia por glicose como fonte de alimento, enquanto outras do género Zygosaccharomyces
preferem a frutose. As cepas de AAB preferem glicose a frutose (SANTOS, 2016).

Segundo pesquisas anteriores, as concentracdes de glicose e frutose apresentaram
aumento durante o processo de fermentacdo (GAGGIA et al., 2018). Além disso, nem toda
quantidade de monossacarideos foi fermentada durante o processo. Isso dependeu
principalmente dos microrganismos envolvidos e das condi¢cdes de fermentacdo (NUGRAHA
etal., 2017).

Leonarski e colaboradores (2021) realizaram um estudo da cinética do consumo de
acucar durante a fermentacdo de kombuchas e observaram um baixo consumo de agucar pelos
microrganismos. Nesse estudo, 20,6 % dos acgucares totais foram consumidos, correspondendo
a 24,3 % de glicose e 17,1 % de frutose.

Estudos anteriores analisaram a concentracdo de aclcares remanescentes em
kombuchas ap6s 7 dias e 14 dias de fermentacdo e verificaram que a concentracdo de
monossacarideos aumentou com o tempo de processo. A glicose no 7° dia variou entre 8,60 e
11,40 g-L%, e no 14° dia variou entre 15,12 e 18,10 g-L™. A frutose apds 7 dias atingiu
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concentracBes de 4,07 a 5,12 g-L, e ap6s 14 dias atingiu concentragdes de 5,50 a 8,83 g-L™ 1
(GAGGIA et al., 2018).

Um estudo conduzido por Villarreal-Soto e colaboradores (2020) mostrou que a
frutose foi menos metabolizada do que a glicose durante o processo fermentativo de kombucha.
Uma explicagdo para isso é que a glicose € preferivel como fonte para a biossintese de celulose
e para a producdo de &cidos organicos. Damin e colaboradores (2021) obtiveram resultados
semelhantes. Apds 10 dias de fermentacio, a kombucha analisada continha 2 g-L™ de glicose e
3,25 g-L* de frutose, sugerindo que a glicose foi consumida mais rapidamente que a frutose.

Chakravorty e colaboradores (2016) avaliaram o comportamento do teor de agucares
redutores de amostras de kombucha em diferentes tempos de fermentagdo. A concentracdo
inicial foi de 6,8 g-L"1, ap6s 7 dias aumentou para 8,2 g-L™*, no 14° dia reduziu para 3,5g-L ' e
ao final de 21 dias reduziu para 2,25 g-L . O aumento inicial no teor de aglcar pode ser
atribuido a hidrélise da sacarose em glicose e frutose. Com o progresso da fermentacéo,
0s monossacarideos foram consumidos para produzir etanol, justificando a reducdo na
concentragéo.

Neffe-Skocinska e colaboradores (2017) estudaram o comportamento dos agtcares em
kombuchas em diferentes tempos e temperaturas de fermentacdo. A sacarose, em todas as
temperaturas avaliadas, apresentou um grande decréscimo desde o dia zero até o 10° dia de
fermentacdo. Na temperatura de 20 °C, o teor de glicose no inicio era de 0,8 g-L™?, no 3° dia
atingiu 2,7 g-L™%, no 7° dia 19,6 g-L"* e no 10° dia 33,4 g-L 1. Na temperatura de 20 °C, o teor
de frutose no inicio era de 0,9 g-L %, no 3° dia atingiu 2,3 g-L" %, no 7° dia 17,7 g-L" ' e no 10°
dia 27,4 g-L"1. Em 25°C, a frutose inicial estava em 1,2 g-L"* apds 3 dias de fermentacéo estava
em 7,3 g-L" %, apds 7 dias 20,2 g-L" ! e apds 10 dias 30,9 g-L" 1. Em todas as temperaturas
avaliadas, o contetdo de frutose foi menor do que a glicose, sugerindo que a frutose foi

preferivel como fonte de carbono pelas células de levedura.

5.2.9 Avaliacéo organoléptica

A Figura 20 e a Figura 21 permitem a comparacgdo visual entre a kombucha inicial

bruta (1), a kombucha ap6s passar pelo processo de filtragdo a vacuo (2), apds o PSM de MF

(3) e ap6s 0 PSM de UF (4) para as kombuchas K; e Ky, respectivamente
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Figura 20. Fotografia da amostra de kombucha Kj inicial (1), ap6s filtracdo a vacuo (2), ap6s MF (3) e
apo6s UF (4).

Figura 21. Fotografia da amostra de kombucha K inicial (1), ap0s filtragdo a vacuo (2), apos MF (3)
e apds UF (4).

Visualmente, a kombucha K inicial apresentou uma cor forte, turva e com sélidos
suspensos aparentes. Apos a filtracdo a vacuo, a coloracdo e a turbidez aparentes se mantiveram.
Apobs a MF, apresentou uma diferenca muito perceptivel, com uma coloracdo mais clara e
limpida e sem sdlidos visiveis. Apds a UF, a kombucha era ainda mais clara e mais limpida,
sem turbidez e solidos aparentes. O aspecto visual da kombucha Ki condiz com a maioria dos
resultados obtidos de turbidez e s6lidos suspensos, que reduziram de forma decrescente com a
filtracdo a vacuo, a MF e a UF. Os valores de turbidez e sélidos suspensos mais baixos obtido
para a kombucha filtrada a vacuo em relacdo a amostra inicial ndo foram observados

visualmente, visto que as amostras apresentaram aparéncia semelhantte. A concentracdo de
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solidos suspensos semelhantes na amostra filtrada a vacuo e na amostra microfiltrada ndo foi
observada visualmente, visto que a aparéncia da kombucha microfiltrada era mais limpida.

Visualmente, a kombucha K inicial também apresentou uma cor forte, turva e com
solidos suspensos aparentes. Apos a filtracdo a vacuo, a coloracdo, a turbidez e os sélidos
aparentes se mantiveram. Apos a MF, apresentou uma diferenca na coloracao, que ficou um
pouco mais clara e limpida e com menos sélidos visiveis. Apds a UF a kombucha estava mais
ainda mais clara, porém com uma maior turbidez e sélidos suspensos aparentes. Os resultados
condizem com os resultados obtidos de turbidez e sélidos suspensos, exceto para a filtracdo a
vécuo que ndo foi observada diferenca visual.

As caracteristicas e propriedades organolépticas da kombucha devem ser preservadas
mesmo apods os processos de filtragdo. Alguns dos compostos responsaveis pela coloracao e
turbidez da kombucha possuem um tamanho maior que os poros do filtro comum e das
membranas de MF e UF utilizadas, ficando retidos e sendo retirados da bebida. Os sélidos
suspensos e dissolvidos sdo os principais componentes responsaveis por essas caracteristicas
(KIM & ADHIKARI, 2020). Apds os processos de filtracdo houve reducéo nas concentracées
de solidos suspensos, ocasionando em uma bebida mais clarificada, conforme pode ser
observado nas imagens.

A degradacdo dos polifendis complexos em pequenas moléculas acarreta em um
escurecimento da kombucha no decorrer da fermentacdo, porque ocorre a polimerizagdo
progressiva desses compostos fenolicos para formar moléculas de cor marrom. Porém, ao longo
do tempo, pode ocorrer um clareamento progressivo da cor causado por alteracdes microbianas
dos polifendis em ambiente acido por enzimas liberadas por bactérias e leveduras. Os polifenois
possuem tamanho de particulas na faixa de 10° a 10 m (ANSARI et al., 2017).

Muitos compostos que podem ser responsaveis pela coloracdo da bebida possuem
tamanho menor que os poros do filtro comum utilizado na filtragdo a vacuo, por isso nao foram
retidos na etapade pré-filtracdo e conferiram a bebida um aspecto semelhante ao inicial. Ja
alguns deles possuem tamanho maior que os poros das membranas de MF e UF, ficando retidos
e modificando as caracteristicas e propriedades sensoriais das kombuchas ap6s 0s PSM.

Algumas membranas mantém as propriedades fisicas de cor, sabor, aroma e nutricdo
de alimentos liquidos sem deteriorar sua qualidade. E recomendada a utilizacdo de membranas
com porosidade igual ou superior a 10" m para clarificacdo e pasteurizacdo de bebidas para
evitar modificagdes nas propriedades organolépticas. Membranas de UF tendem a reduzir a
coloracéo das bebidas devido a retencdo de compostos responsaveis pela cor, enquanto a MF

geralmente ndo altera esse parametro (WEN-QIONG et al., 2019).
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Roséria e colaboradores (2022) realizaram um estudo de microfiltracdo em vinhos e
avaliaram as caracteristicas organolépticas. Foi observado que ndo houve diferencas
significativas na cor das bebidas ap6s o processo de filtracdo, reduzindo entre 1,1 % e 5,3 % a
intensidade da cor, apesar de haver retencdo de alguns compostos coloidais responsaveis pela
cor dos vinhos tintos.

Cristofoli (2016) realizou MF em vinhos e observou que as amostras microfiltradas
eram mais limpidas e mais claras em compara¢do com o vinho inicial. Mejia e Yéafiez-Fernandez
(2021) realizaram estudos de microfiltragdo em suco de pera e obtiveram uma bebida
visualmente mais clarificada e muito mais limpida.

Watawana e colaboradores (2015b) observaram escurecimento na cor das kombuchas
analisadas por eles ao longo do tempo, e as mudangas foram associadas a transformacéo dos
polifendis. Um estudo conduzido por Amarasinghe e colaboradores (2018) mostrou que a
kombucha analisada mudou de clara para turva ao final de 8 semanas. O aumento da turbidez,
as vezes ocorrida ao final da primeira de semana de fermentagéo, pode indicar uma maior
quantidade de celulose e outros materiais fibrosos que possam estar sendo liberados para o
caldo.

De forma geral, a realizacédo das filtragdes promoveu um aprimoramento da kombucha
no quesito visual. A MF impactou menos do que a UF nas caracteristicas visuais, sendo o
método mais adequado para aplicacdo. A escolha por uma bebida visualmente mais limpida em
relacio a uma bebida mais turva € uma opcdo para alguns consumidores. Levando em
consideracdo os demais parametros avaliados, as propriedades nutricionais e benéficas da
kombucha permaneceram inalteradas apds 0s processos, garantindo os padrdes de identidade e

qualidade.

5.3 INSERCAO DA ETAPA DE SEPARACAO POR MEMBRANAS NA
FILTRACAO DE KOMBUCHAS

A sugestdo de aplicacdo do processo de separagdo por membranas na producdo de
kombuchas € apds a etapa da primeira fermentacdo. Os resultados obtidos foram semelhantes
apos as duas fermentacgdes, porém em termos de logistica é mais facil e viavel a inclusdo de um
processo antes da bebida ser engarrafada. E importante que o PSM remova apenas parcialmente
0S microrganismos e 0s insumos disponiveis para que a segunda fermentacdo possa ocorrer. A

Figura 22 ilustra o processo produtivo de kombuchas com a etapa do PSM incluso.
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Figura 22. Etapas do processo produtivo da kombucha com a inclusdo do PSM.
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6 CONCLUSAO

O estudo sobre a aplicagéo de processos de separagéo por membranas para filtragao de
kombuchas permitiu a unido de uma tecnologia de separacdo muito explorada industrialmente
com um produto em ascensdo no mercado de bebidas. O estudo proporcionou um grande
entendimento sobre as propriedades e beneficios da kombucha. Paralelamente, possibilitou a
compreensdo do funcionamento dos PSM como um todo.

No que se refere & caracterizagdo das membranas, a membrana de UF avaliada
apresentou permeabilidade hidraulica semelhante a tedrica fornecida pelo fabricante, enquanto
a membrana de MF apresentou um valor maior queo teorico, possivelmente devido a uma
descompactacdo da membrana. Em relagdo ao fluxo de kombucha permeada, nas duas
membranas houve uma reducdo do fluxo com o tempo em cada pressdo avaliada
individualmente, devido a polarizacdo por concentracdo e a formacéo de fouling pela fonte de
alimentacdo cada vez mais concentrada.

Os processos de microfiltracdo e ultrafiltracdo foram eficazes na reducdo da
concentracdo de solidos suspensos, da quantidade de microrganismos e do teor de turbidez das
amostras de kombucha analisadas. Isso se deve ao fato desses componentes possuirem tamanho
maior do que os poros das membranas e terem ficado retidos nos processos.

A realizacdo dos processos de MF e UF ndo alterou significativamente os parametros
avaliados de solidos dissolvidos, acido acético, acido propiodnico, &cido butirico, pH, acidez
volatil, graduacéo alcodlica, glicose e frutose das amostras de kombucha analisadas, garantindo
as propriedades benéficas funcionais da bebida. Os componentes responsaveis por essas
propriedades sdo menores do que os poros do filtro e das membranas e permearam com a
amostra. Em relacdo as propriedades sensoriais, as kombuchas filtradas se apresentam
visualmente mais claras e limpidas, condizendo com a maioria dos resultados obtidos dos
parametros analiticos.

De modo geral, a filtracdo de kombuchas por membranas pode ser considerada uma
alternativa para clarificacdo da bebida. A microfiltracdo se mostrou uma opcdo melhor do que
a ultrafiltracdo, pelas kombuchas microfiltradas terem sofrido impactos menores nas suas
caracteristicas visuais. A sugestdo é a aplicacdo de PSM apds a primeira fermentacdo. Para
aplicacdo industrial desses processos, é importante levar em consideracdo o publico alvo e o

impacto que o sabor mais fraco geraria no publico consumidor.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Reavaliar os resultados ap6s determinados periodos de tempo, para prever um possivel
prazo de validade da kombucha.

Avaliar a segunda fermentacdo apds a kombucha ter passado por PSM e parte dos
microrganismos terem sido removidos.

Executar os PSM simultaneamente, a fim de que o processo de fermentacdo nédo
influencie nos resultados obtidos.
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APENDICE A — ANALISE ESTATISTICA DA KOMBUCHA K1

Foram realizadas comparagdes entre as amostras da kombucha K e retidos os dados
estatisticos referentes as comparagdes. Nas tabelas do Apéndice A constam os resultados das
comparacdes entre as amostras: microfiltrada (MF) e filtrada a vacuo (FV); ultrafiltrada (UF) e
filtrada a vacuo; microfiltrada e ultrafiltrada; microfiltrada e inicial; ultrafiltrada e inicial; e

filtrada a vacuo e inicial.

MF e FV

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 36,55 34,58 94,64
Solidos Suspensos 211,50 2,12 1,00
Solidos Dissolvidos | 30945,00 408,71 1,32
Acido Acético 2,39 0,04 1,78
pH 3,41 0,17 4,98
Acidez Volatil 38,97 0,50 1,29
Graduacdo alcodlica 5,12 0,34 6,63
Glicose 14,98 0,06 0,38
Frutose 11,13 0,05 0,44

UFeFV

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 30,55 43,06 140,96
Solidos Suspensos 127,00 117,38 92,42
Solidos Dissolvidos |30771,00 654,78 2,13
Acido Acético 2,41 0,01 0,59
pH 3,34 0,06 1,91
Acidez Volatil 38,00 0,86 2,27
Graduacao alcodlica 5,16 0,29 5,62
Glicose 14,96 0,02 0,14
Frutose 11,10 0,01 0,13




MF e UF

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 6,10 8,48 139,10
Soélidos Suspensos 128,50 119,50 93,00
Soélidos Dissolvidos | 30482,00 246,07 0,81
Acido Acético 2,38 0,03 1,19
pH 3,46 0,11 3,07
Acidez Volatil 38,36 1,36 3,56
Graduacdo alcodlica 4,92 0,05 1,01
Glicose 15,00 0,04 0,24
Frutose 11,14 0,04 0,32

MF e Inicial

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 174,55 229,75 131,63
Solidos Suspensos 423,50 297,69 70,29
Solidos Dissolvidos | 31209,00 782,06 2,51
Acido Acético 2,11 0,35 16,76
pH 3,36 0,24 7,16
Acidez Volatil 39,10 0,32 0,81
Graduacdo alcodlica 4,57 0,45 9,76
Glicose 13,24 2,52 19,01
Frutose 9,82 1,90 19,38

UF e Inicial

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 168,55 238,22 141,34
Solidos Suspensos 339,00 417,19 123,07
Solidos Dissolvidos | 31035,00 1028,13 3,31
Acido Acético 2,13 0,38 17,93
pH 3,29 0,13 4,09
Acidez Volatil 38,13 1,05 2,74
Graduacao alcodlica 4,60 0,49 10,76
Glicose 13,22 2,48 18,78
Frutose 9,79 1,87 19,07
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FV e Inicial

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 199,00 195,16 98,07
Soélidos Suspensos 422,00 299,81 71,05
Solidos Dissolvidos | 31498,00 373,35 1,19
Acido Acético 2,14 0,40 18,50
pH 3,24 0,07 2,18
Acidez Volatil 38,74 0,18 0,47
Graduacdo alcodlica 4,81 0,78 16,33
Glicose 13,20 2,46 18,64
Frutose 9,78 1,85 18,94
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APENDICE B — ANALISE ESTATISTICA DA KOMBUCHA K

Foram realizadas comparagdes entre as amostras da kombucha K3 e retidos os dados
estatisticos referentes as comparagdes. Nas tabelas do Apéndice B constam os resultados das
comparac0es entre as amostras: microfiltrada (MF) e filtrada a vacuo (FV); ultrafiltrada (UF) e
filtrada a vacuo; microfiltrada e ultrafiltrada; microfiltrada e inicial; ultrafiltrada e inicial; e

filtrada a vacuo e inicial.

MF e FV

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 61,27 61,85 100,96
Soélidos Suspensos 181,00 168,29 92,98
Solidos Dissolvidos | 13725,00 533,16 3,88
Microrganismos 650,00 339,41 52,22
Acido Acético 6,48 0,06 0,87
Acido Propidnico 0,11 0,01 6,73
Acido Butirico 0,26 0,09 36,05
pH 3,05 0,02 0,70
Acidez Volatil 67,70 0,77 1,14
Graduacdo alcodlica 11,92 0,06 0,47
Glicose 5,91 0,25 4,31
Frutose 11,42 0,05 0,43

UFeFV

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 91,85 18,60 20,25
Solidos Suspensos 215,00 120,21 55,91
Solidos Dissolvidos | 13134,00 302,64 2,30
Microrganismos 850,00 56,57 6,66
Acido Acético 6,21 0,33 5,36
Acido Propidnico 0,11 0,01 6,73
Acido Butirico 0,23 0,06 24,60
pH 3,04 0,01 0,47
Acidez Volatil 67,29 0,19 0,28
Graduacao alcodlica 11,28 0,85 7,52
Glicose 5,70 0,04 0,74
Frutose 10,75 1,00 9,28




MF e UF

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 48,12 43,25 89,90
Soélidos Suspensos 96,00 48,08 50,09
Solidos Dissolvidos | 13511,00 835,80 6,19
Microrganismos 610,00 282,84 46,37
Acido Acético 6,25 0,39 6,23
Acido Propidnico 0,11 0,00 0,00
Acido Butirico 0,30 0,04 11,98
pH 3,06 0,01 0,23
Acidez Volatil 67,83 0,58 0,85
Graduacdo alcodlica 11,32 0,91 8,00
Glicose 5,88 0,30 5,05
Frutose 10,71 0,95 8,85

MF e Inicial

Parametro Média | Desvio Padréo | Cv (%)
Turbidez 224,27 292,37 130,37
Solidos Suspensos 110,00 67,88 61,71
Solidos Dissolvidos | 13040,00 1501,89 11,52
Microrganismos 685,00 388,91 56,77
Acido Acético 4,57 2,76 60,56
Acido Propidnico 0,15 0,06 37,71
Acido Butirico 0,37 0,07 19,11
pH 3,01 0,07 2,35
Acidez Volatil 65,93 3,27 4,96
Graduacdo alcodlica 8,88 4,36 49,16
Glicose 4,61 2,10 45,60
Frutose 8,33 4,32 51,90
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UF e Inicial

Parametro Média | Desvio Padrdo | Cv (%)
Turbidez 254,85 249,11 97,75
Soélidos Suspensos 144,00 19,80 13,75
Solidos Dissolvidos | 12449,00 666,09 5,35
Microrganismos 885,00 106,07 11,98
Acido Acético 4,29 2,38 55,38
Acido Propibnico 0,15 0,06 37,71
Acido Butirico 0,35 0,11 30,74
pH 3,01 0,06 2,12
Acidez Volatil 65,52 2,69 4,10
Graduacdo alcodlica 8,24 3,46 41,99
Glicose 4,40 1,80 41,03
Frutose 7,66 3,37 44,06

FV e Inicial

Parametro Média | Desvio Padréo | Cv (%)
Turbidez 268,00 230,52 86,01
Solidos Suspensos 229,00 100,41 43,85
Solidos Dissolvidos | 12663,00 968,74 7,65
Microrganismos 925,00 49,50 5,35
Acido Acético 4,53 2,71 59,85
Acido Propidnico 0,15 0,06 43,89
Acido Butirico 0,31 0,16 53,32
pH 3,00 0,05 1,65
Acidez Volatil 65,39 2,50 3,82
Graduacdo alcodlica 8,84 4,31 48,74
Glicose 4,43 1,85 41,71
Frutose 8,36 4,37 52,27
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