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RESUMO

SANTOS, Domingues Vinicius. Desenvolvimento e caracterizagdo de kombucha
de frutas vermelhas nativas da mata atlantica. 2024. 71 p. Dissertagao (Mestrado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A Kombucha é uma bebida fermentada produzida a partir de cha (Camellia sinensis)
ou infusdo adogada, com a adi¢cao de uma cultura de bactérias e leveduras conhecida
como mae do Kombucha ou SCOBY. Estudos destacam a fermentagao do Kombucha
como essencial para a producdo de compostos bioativos associados a beneficios para
a saude, impulsionando a popularidade dessa bebida. O Brasil, com sua rica
biodiversidade, oferece uma ampla gama de espécies frutiferas nativas com notaveis
qualidades para consumo "in natura" e aplicagdo industrial. Pesquisas atuais tém
evidenciado as caracteristicas nutricionais, sensoriais e 0s potenciais compostos
bioativos, especialmente decorrentes da fermentagcédo dessas frutas. Neste contexto,
esta pesquisa teve como objetivo principal desenvolver duas bebidas fermentadas,
uma utilizando SCOBY comercial (SCF) e outra artesanal (SKA), ambas saborizadas
com polpa de frutas vermelhas nativas: jucara (Euterpe edulis), jabuticaba (Plinia
cauliflora) e grumixama (Eugenia brasiliensis). O estudo buscou avaliar o processo
fermentativo e sua influéncia na atividade antioxidante, caracteristicas fisico-quimicas,
microbiologicas e sensoriais durante e apdés a fermentagcdo. Os resultados
demonstraram diferencas significativas entre as bebidas finais produzidas com os
diferentes tipos de SCOBY. Notavelmente, os teores fendlicos foram de 53,08 mg
EAG 100 mL-1 para SCOBY comercial e 65,60 mg EAG 100 mL-1 para SCOBY
artesanal, indicando uma possivel influéncia do tipo de cultura na composicéo final.
Além disso, as analises microbiolégicas revelaram diferencas na contagem de
leveduras, com 4,85 log UFC mL-1 para SCOBY comercial e 6,32 log UFC mL-1 para
SCOBY artesanal. Os dados de atividade antioxidante sugerem que a adi¢ao da polpa
de frutas vermelhas foi benéfica, com valores finais na bebida para ABTS+ de 2248,18
e 1719,15 mM eq trolox 100 mL-1, e para DPPH de 576,85 e 576,18 mM eq trolox 100
mL-1, para SCOBY comercial e SCOBY artesanal, respectivamente. No teste
triangular, observou-se uma diferenca significativa entre as bebidas, destacada pelos
avaliadores devido ao sabor acido mais perceptivel em algumas amostras. A insercao
da polpa de frutas vermelhas mostrou-se benéfica tanto nas caracteristicas fisico-
quimicas quanto sensoriais da bebida, contribuindo para a valorizagao do produto e
das frutas nativas, o que pode potencializar sua comercializacdo e a criagao de novos
produtos. Estes resultados indicam que a bebida Kombucha saborizada com frutas
nativas €& promissora, oferecendo potencialidades para alimentos funcionais e
probidticos. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para explorar
completamente esses efeitos e consolidar seu potencial no mercado.

Palavras-chave: Kombucha, Bebida funcional, Compostos bioativos, SCOBY,
Atividade antioxidante.



ABSTRACT

SANTOS, Domingues Vinicius. Development and characterization of kombucha
from native red fruits of the atlantic forest. 2024. 71 p. Dissertation (Master’s in
Food Science) — State University of Londrina, Londrina, 2024.

Kombucha is a fermented beverage produced from tea (Camellia sinensis) or
sweetened infusion, with the addition of a culture of bacteria and yeasts known as the
mother of Kombucha or SCOBY. Studies highlight Kombucha fermentation as
essential for the production of bioactive compounds associated with health benefits,
driving the popularity of this beverage. Brazil, with its rich biodiversity, offers a wide
range of native fruit species with notable qualities for both fresh consumption and
industrial applications. Current research has been focusing on the nutritional, sensory,
and potential bioactive compounds, especially derived from the fermentation of these
fruits. In this context, this research aimed to develop two fermented beverages, one
using commercial SCOBY (SCF) and the other artisanal (SKA), both flavored with pulp
of native red fruits: acai berry (Euterpe edulis), jabuticaba (Plinia cauliflora), and
grumixama (Eugenia brasiliensis). The study sought to evaluate the fermentation
process and its influence on antioxidant activity, physicochemical, microbiological, and
sensory characteristics during and after fermentation. The results showed significant
differences between the final beverages produced with different types of SCOBY.
notably, phenolic contents were 53.08 mg GAE 100 mL-1 for commercial SCOBY and
65.60 mg GAE 100 mL-1 for artisanal SCOBY, indicating a possible influence of the
culture type on the final composition. Additionally, microbiological analyses revealed
differences in yeast counts, with 4.85 log CFU mL-1 for commercial SCOBY and 6.32
log CFU mL-1 for artisanal SCOBY. Antioxidant activity data suggest that the addition
of red fruit pulp was beneficial, with final values in the beverage for ABTS+ of 2248.18
and 1719.15 mM eq trolox 100 mL-1, and for DPPH of 576.85 and 576.18 mM eq trolox
100 mL-1, for commercial SCOBY and artisanal SCOBY, respectively. In the triangular
test, a significant difference was observed between the beverages, highlighted by the
evaluators due to the more perceptible acidic flavor in some samples. The insertion of
red fruit pulp proved beneficial in both physicochemical and sensory characteristics of
the beverage, contributing to the valorization of the product and native fruits, which can
enhance its commercialization and the creation of new products. These results indicate
that Kombucha flavored with native fruits is promising, offering potential for functional
and probiotic foods. However, further research is needed to fully explore these effects
and consolidate its potential in the market.

Key-words: Kombucha, Functional beverage, Bioactive compounds, SCOBY,
Antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos principais centros de origem e diversidade de plantas
frutiferas, abrigando mais de uma centena de espécies nativas cujos frutos se prestam
a alimentacdo humana.( RODRIGUES e VIANI, 2005).

Segundo Antunes et al.,(2017), as frutas, em sua grande maioria sao
compostas por elementos que exercem um papel antioxidante, dentre os quais a
vitamina C, vitamina E, carotenoides e especialmente substancias fendlicas.

Na concepcéo de Junior et al., (2020), a comercializagéo das frutas nativas
ainda é bastante limitada e ndo ha um mercado constituido e consolidado em diversas
regides do pais. Entretanto, para que haja a comercializagéo e o devido escoamento
das frutas nativas da Mata Atlantica é necessario que ocorra a publicidade das frutas
para a sociedade, com a finalidade de abertura de mercado e manutencao deste.

Existe uma grande preocupagdo de uma parte da sociedade em buscar
alternativas para uma alimentagcdo mais saudavel, com o intuito de melhorar a
longevidade e a qualidade de vida (CAMARGOS & GONZAGA, 2015; MARTINS et
al., 2020). Desta forma, os alimentos funcionais vém ganhando Vvisibilidade e
facilitando a conscientizacdo das pessoas em relagao a qualidade e beneficios a
saude. Ao longo de décadas é dado um destaque expressivo em pesquisas
relacionadas aos alimentos funcionais nas areas de tecnologia alimentar e melhorias
a saude. (BAGCHI, 2019; BORGES et al., 2021; SUAREZ et al., 2021; VEGA, 2021).

Os estudos e analises sobre frutas nativas brasileiras tem sido uma crescente
nos ultimos anos em virtude de serem ricas nutricionalmente e trazerem aromas e
sabores diferenciados (CARVALHO et al., 2017).

Dentro deste grupo, encontram-se o0s sucos e as polpas combinadas de
diversas frutas, os quais tém atraindo inumeros consumidores em razao de melhoria
da qualidade no produto final, bem como, sua valorizagdo de nutricional com
acréscimo de nutrientes em relagdo aos beneficios para a saude, destacando-se
especialmente a capacidade antioxidante. Estes produtos também ressaltam a
producao de aspectos sensoriais, contribuindo para uma aceitacdo global mais
favoravel (CARVALHO et al., 2017).

Kombucha é a bebida fermentada obtida através de uma etapa de respiragcao
aerobica e uma segunda fermentagao anaerdobica do mosto obtido pela infusdo ou
extrato de Camellia sinensis (cha verde, cha preto, cha oolong) e agucares por cultura
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simbiotica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY) (BRASIL,
2019). Estudos relataram que a fermentagdo do Kombucha exerce um papel
fundamental na produgdo de compostos bioativos e tem diversas vantagens para a
saude. A cultura inicial usada para fermentacdo do Kombucha evidencia uma
variabilidade de microrganismos em relagdo a composigao do substrato, parametros
ambientais e localizacdo geografica (JAYABALAN e WAISUNDARA, 2019;
VILLARREAL-SOTO et al. 2020; BARBOSA, 2021).

Existem diversas variagdes na produgdo do Kombucha, mas o processo
tradicional é realizado com a infusdo do cha preto ou verde, adicionado de sacarose
e inoculado com o liquido e 0 SCOBY de uma fermentacao anterior (MAY et al. 2019).

A Kombucha tem um microbioma caracteristico incluindo varios géneros de
BAA, leveduras e em uma escala menor, géneros de bactérias lacticas, Destacando-
se Komagataeibacter, Acetobacter e Glucanobacter como os géneros de bactérias
acéticas, Brettanomyces e Zygosaccahromyces como 0s géneros de leveduras e
Lactobacillus, Lactococcus como o0s géneros de bactérias lacticas. Esses
microrganismos relacionam-se por meio de simbiose, auxiliando na obtengdo de uma
bebida com caracteristicas sensoriais desejaveis (CHAKRAVORTY et al., 2016;
VILLARREAL-SOTO et al., 2018; VILLAREAL-SOTO, 2020).

De acordo com Coelho (2020), a Kombucha vem ganhando um espago
significativo e aumentando a sua popularidade devido aos seus beneficios a saude.
Assim, torna-se cada vez mais comum encontrar Kombucha saborizada para
consumo imediato no mercado brasileiro. Os efeitos benéficos reportados sao
atribuidos a presenca de polifendis do cha, acido gluconico, acido glucurénico, acido
latico, vitaminas, aminoacidos e uma diversidade e micronutrientes produzidos
durante a fermentacao (JAYBALAN, 2014).

Com isso, a presente pesquisa avaliou a produgdo de Kombuchas a partir de
dois SCOBYS ( comercial e artesanal), saborizados com trés frutas brasileiras: jucara,

jabuticaba e grumixama.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver bebidas fermentadas de Kombucha saborizadas com frutas
vermelhas brasileiras (jucara, jabuticaba e grumixama) e avaliar o processo
fermentativo com o uso de SCOBY comercial e artesanal e sua influéncia na atividade

antioxidante in vitro, carateristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o mix de polpa de frutas produzidos com jugara, grumixama e jabuticaba
em termos de composicdo centesimal, conteudo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante;

= Acompanhar o processo fermentativo da producdo das bebidas com os
SCOBYs comercial e artesanal, em termos de composicdo fisico-quimica,
atividade antioxidante e contagem de bactérias e leveduras;

= Caracterizar as bebidas produzidas.

= Avaliar a diferenca e a aceitagao sensorial das kombuchas desenvolvidas por

consumidores potenciais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FRUTAS NATIVAS

O Brasil é rico em biodiversidade, com ampla disponibilidade de espécies
frutiferas nativas para o consumo in natura e aplicagdo industrial, no qual vem
viabilizando um aumento de pesquisas sobre as mesmas, justamente por serem ricas
nutricionalmente e trazerem individualidades sensoriais (INFANTE et al., 2016).

Esta diversidade bioldgica é dividida entre seis biomas: Amazénia, Cerrado,
Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa. Os mesmos trazem caracteristicas
individuais de clima, flora, fauna e ecossistema (PEIXOTO, 2016).

Segundo Fundagdo SOS Mata Atlantica (2019), mesmo com a devastagao
crescente é notavel que o bioma abriga uma ampla variedade de espécies arboreas,
incluindo aquelas de natureza frutifera.

Existem diversos beneficios correlacionados ao consumo de frutas nativas da
Mata Atlantica, entretanto, observa-se uma lacuna de informagao para o consumidor,
0 que impacta negativamente na comercializagdo e no escoamento dessas frutas,
onde elas acabam ficando desconhecidas, impedindo de serem difundidas de maneira
otimizada (JUNIOR, 2020).

Para uma nova perspectiva de expansao do cultivo de frutas nativas, Da Silva
et al., (2022), ressalta a importadncia de novas pesquisas que possam fortalecer
agricultores em diversas demandas, grupos agroecologicos envolvendo -cultivo,
plantio e troca de mudas e sementes. Contudo, para uma maior multiplicacéo, é
necessario articular canais de comercializagcdo que aproximem agricultores de
consumidores, como feiras livres e outros espagos de processamento que possam

gerar novos produtos.

3.1 JUCARA

A palmeira Jucgara (Euterpe edulis), encontrada na Mata Atlantica brasileira é
conhecida amplamente por sua produgdo de palmito nobre, destaca-se suas
particularidades e seu elevado sabor quando comparados a outras espécies de
Euterpes (Olearaceae e precatoéria) de nome popular agai (GUERGOLETTO, 2016).
Produz frutos globulares e roxos, também conhecidos como jucara, sdo fontes de
compostos bioativos sobretudo as antocianinas (DA SILVA CARVALHO, 2019)
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(FIGURA 1) O numero de pesquisas sobre jugara vem aumentando com frequéncia
devido a sua composi¢cao nutricional e seu modelo de produgdo sustentavel
(CARDOSO, 2018).

Figura 1: Jugara (Euterpe edulis).

Fonte: ARVORES DO BRASIL, s/a; NOSSA FLORA NOSSO MEIO,2017.

Plantas nativas sdo fundamentais para a preservacao da biodiversidade e a
producéo local de alimentos pode contribuir para uma agricultura diversificada e
menos predatoria. A cadeia produtiva da fruta jucara € essencial para um manejo
sustentavel conduzindo uma valorizagao do bioma Mata Atlantica e garantindo uma
consideravel fonte de renda para a agroindustria familiar local (GARCIA, 2019).

A polpa do fruto da jugara possui importante valor nutricional, com proteinas,
agucares, fibras e uma fragao lipidica com alto teor de acidos graxos poli-insaturados
como o 4cido oleico e menor teor de lipidios saturados (CARDOSO, 2018). Além
disso, a jugara é rica em compostos fendlicos, com teor de antocianinas monoméricas
totais variando de 14,8 a 410 mg de cianidina-3-glicosideo mg 100 / g e fendlico total
em torno de 2611 mg 100 / g GAE de acordo com a regido de crescimento e as
condigdes climaticas de producado da planta (BORGES et al., 2011) e tem sido
aplicada como substrato para fermentacdo de bactérias probidticas (KINUPP;
LORENZI, 2014; GUERGOLETTO; MAURO; GARCIA, 2017; LEITE, 2018).
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As bagas de Jugara sao quase exclusivamente comercializadas como polpa
congelada, que é consumida como tal ou utilizada como ingrediente principal de varias
bebidas frias e gelados (SCHULZ et al., 2016). Geraldi, et al., (2018), avaliaram a
incorporagao deste ingrediente na formulagao de iogurtes e observaram que a adigao
melhorou a qualidade nutricional do produto, bem como a resisténcia probidtica a

condi¢des gastricas e entéricas simuladas.

3.2 JABUTICABA

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) € uma fruta tropical nativa do Brasil
(MEIRA; PEREIRA, 2017). Foi classificada como a 22 melhor fruta do mundo, de
acordo com o ranking do TasteAtlas em 2023. O fruto € uma baga preta esférica com
uma casca fina e fragil, e com um bagaco branco ligeiramente acido e doce, com sabor
adstringente (MORALES et al. 2016) (FIGURA 2)

Fonte: Do autor, 2024.

Devido ao seu alto valor nutricional e por ser vista como uma viavel fonte de
compostos bioativos que estdo presentes especialmente em sua casca (ALMEIDA
NETA et al., 2018; MARSIGLIA, et al., 2021; SANCHES et al., 2021). Destaca-se seu
elevado teor de carboidratos, fibras (soluveis e insoluveis), sais minerais como ferro,
calcio, e fosforo, e compostos fendlicos, evidenciam seu potencial beneficio a saude

(ALMEIDA, 2020). Estes compostos presentes na jabuticaba contribuem para saude
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humana e sdo associados ao controle ou prevencido de doencgas cardiovasculares e
varios tipos de cancer. (KINUPP; LORENZI, 2014).

A casca da jabuticaba € uma importante fonte de compostos fendlicos,
principalmente as antocianinas. Embora as peliculas ndo sejam consumidas
diretamente, podem ser utilizadas na produgao de extratos e geleias. Além disso, os
extratos fendlicos da casca de jabuticaba apresentam grande relevancia para fins
industriais, devido ao seu potencial uso como corantes naturais (SILVA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2015; ROCHA et al., 2018).

Apesar de sua apreciagdo como fruta fresca pelos consumidores, a jabuticaba
tem sido objeto de estudos abrangentes, devido sua alta perecibilidade, apresentando
desafios para sua comercializacio. Para contornar as perdas pds-colheita, a produgao
de geleias, sorvetes, sucos, licores, destilados e vinificados surge como uma
alternativa viavel, agregando valor a fruta e expandindo suas possibilidades de
aproveitamento (PEREIRA, 2017).

O rico valor nutricional da polpa, associado ao seu sabor agradavel, sao
incentivos para a producgéao industrial e comercializagao do suco de jabuticaba (INADA
et al., 2018). Com caracteristicas favoraveis, a jabuticaba torna-se uma opg¢ao de ser
um substrato para a 22 fermentacdo do Kombucha, com o potencial de trazer

beneficios a saude e enriquecer a bebida.

3.3 GRUMIXAMA

A grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.) € uma planta rustica que pertence a
familia Myrtaceae. Se distribui nas regides sul e sudeste do Brasil, localizada no bioma
Mata Atlantica (FLORES et al., 2012). E uma pequena cereja também conhecida como
grumixama, cumbixaba, ibaporoiti ou cereja brasileira (SUGUINO et al., 2011). O
nome “grumixama” deriva do tupi-guarani "guami cha", lingua falada pelos indigenas
que habitavam o litoral brasileiro, que significa “que deve pegar na lingua” devido ao
sabor bastante palatavel (RAMOS et al., 2020).

A grumixama € uma arvore perene com copa densa, folhas grandes, com 6 a
9 cm de comprimento, espessas e brilhantes. As flores sdo brancas, axilares e
solitarias (LORENZI et al., 2000). A arvore pode atingir cerca de 15 m de altura, mas

ja comegam a produzir frutos quando atinge os 2 m, os frutos sdo pequenos, possuem
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sementes, uma polpa espessa, suculenta e firme com um sabor doce acido (AGUIAR
et al., 2015; LORENZI et al., 2000) (FIGURA 3).

Existem 3 variedades de grumixama ja identificadas e esta distingéo é feita
através da coloracao dos frutos (Amarelo, vermelho e roxo) (RAMOS, 2020) (Figura
4).

Na variedade roxa esta presente uma via bioquimica que leva ao acumulo de
antocianidinas, notado pela cor roxa escura do fruto, e na amarela, esses metabdlitos
nao estdo aparentemente presentes (MORENO et al., 2007).

Conforme Nehring et al. (2016), observa-se que a composigdo nutricional e
quimica da grumixama é influenciada de acordo com suas regides de cultivo e estadio
de maturagdo. Alguns estudos demonstraram que as polpas de E. brasiliensis
possuem pH médio de 4,34, acidez total de 0,18 (g NaOH), 4,5° Brix, umidade de
91,05%, 0,34% de cinzas, 0,08% de lipidios, 0,41% proteinas e 2,56% de fibras totais
(MEDEIROS; SABAA-SRUR; BARBOSA, 2015; TEIXEIRA et al., 2015; ZOLA et al.,
2019).

Figura 3: Fruto e arvore da Grumixama.

Fonte: Do autor, 2021.
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Figura 4: Coloracao dos frutos da grumixama
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Fonte: FURST, 2018.

De acordo com Teixeira et al., (2017) o suco de grumixama apresenta agao
anti-inflamatéria, efeito anti-edematogénico, atividade antibiofilme contra patégenos
importantes para inibir a formagéao de biofilmes causados por organismos patogénicos
e baixa toxicidade in vitro e in vivo. Estes efeitos, estdo relacionados com a presenca
de compostos polifendlicos existentes no suco. Desta forma, considera-se que existe
um interesse devido aos seus efeitos benéficos nutricionais e terapéuticos, pela agao
antioxidante de seus compostos funcionais (RAMOS et al.,2020).

A grumixama é reconhecida como uma boa fonte de compostos bioativos, que
estdo relacionados a manutencao da saude e a reducao do risco de desenvolvimento
de doencas crbnicas. Os principais compostos bioativos presentes nas frutas da
grumixama sao os carotenoides, fibras alimentares, antocianinas e compostos
fendlicos, principalmente flavonoides e elagitaninos (OKUDA et al., 1982; FRACAS
SETTI et al., 2013; ABE et al., 2012; REYNERTSON et al., 2008). Na planta, os
flavonoides contribuem para proteger e minimizar os danos ultravioleta nos tecidos
vegetais absorvendo a radiagdo UV e protegendo contra o estresse oxidativo
(REYNERTSON et al., 2008). Em humanos, os flavonoides podem ajudar os sistemas
biolégicos a melhorar as fungdes normais e a saude (SANGIOVANNI et al., 2013;
NIIVEIDT et al., 2001).

A polpa da grumixama € promissora para ser introduzida em produtos
alimentares como bebida, visando o seu enriquecimento (RAMOS, 2020). Na
pesquisa de Teixeira (2018), é apresentado um potencial significativo de aplicagéo
industrial para a grumixama. No entanto, observa-se que, at¢é o momento, essa

potencialidade n&do tem sido plenamente explorada, permanecendo restrita a produtos
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artesanais. Vale ressaltar, contudo, que a utilizagdo da casca de grumixama como
matéria-prima para a extracdo de corantes naturais destaca-se como uma alternativa
promissora na industria de alimentos. O suco de grumixama apresenta uma
disponibilidade de agucar soluvel em 2%. Principalmente glicose e frutose, além de
acidos organicos, principalmente acidos succinico (1211,00 mg 100 mL™") e citrico
(336,00 mg 100 mL-") em niveis elevados (TEIXEIRA, 2019). Sendo assim, estas
caracteristicas presentes no fruto exibem um potencial de substrato para melhorar o

desempenho da kombucha.

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Atualmente, observa-se as mudancas no estilo de vida, caracterizadas por
habitos alimentares desequilibrados, incluindo a substituicdo de alimentos in natura
por produtos industrializados ricos em energia e gordura, pobres em fibras e
micronutrientes que elevam os riscos de doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT)
(OLIVEIRA et al., 2015; BROGNOLLI et al., 2018; DA CONCEICAO et al., 2018)
como obesidade, diabetes, cancer e hipertensao, que estao propriamente compativeis
com maus habitos alimentares e sedentarismo (ALJAHANI; CHEIKHOUSMAN, 2017).
Neste contexto ha uma crescente procura por alimentos, que ndo somente sirvam
como fonte de nutrientes, mas que também, tragam beneficios adicionais a saude,
como a diminui¢gao no risco de desenvolver doengas (FONTES, 2013; RENUKA et al.,
2009).

De acordo com a literatura, para o alimento ser considerado funcional é
imprescindivel que ele atue de forma benéfica em uma ou mais fungdes no organismo,
isto &, além de representar o papel de fornecer nutrientes, o mesmo exige, de algum
modo estimular de forma relevante a saude e o bem-estar (MORAES & COLLA, 2006;
ROBERFROID, 2002). O termo foi utilizado pela primeira vez no Japao na década de
1980 (KAUR; SINGH, 2017), quando o Ministério da Saude e Bem-Estar daquele pais
iniciou a regulamentacgao de alimentos benéficos a saude (FOSHU).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) é o 6érgao responsavel
por regulamentar os alimentos funcionais no Brasil, tornou-se publico em 30 de abril
de 1999 trés resolugdes acerca do tema. A resolugido de n° 17 discute e aprova as
diretrizes responsaveis para avaliar a seguranga dos alimentos; a resolugcao de n° 18

aprova as diretrizes referentes as analises e a comprovacao de suas propriedades
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funcionais tomando por base a rotulagem de cada alimento e a resolugdo de n° 19
aprova os procedimentos para o registro final dos alimentos funcionais (Brasil, 1999a;
Brasil, 1999b; Brasil, 1999c).

Com a mudancga nos padrdes alimentares, gera possibilidades de melhorias
no consumo de produtos naturais que sejam saudaveis, nutritivos e que ajudem a
reduzir o risco de DCNT. A eficacia favoravel € concedida basicamente aos alimentos
in natura, por serem ricos em antioxidantes, devido ao seu alto teor de compostos
fendlicos como carotenoides, flavonoides, taninos e outros fitoquimicos. Exemplo
destes produtos sdo frutas, legumes e plantas medicinais (FERNANDEZ HERRERA,
2018).

O aproveitamento de suco de frutas e outros produtos vegetais, vem
ganhando espaco cada vez maior no ramo alimenticio, intencionando substituicées de
produtos que contenham lactose, alergénicos e supostamente potencializando a
presenca de nutrientes funcionais (BORGES, 2021).

O consumo de bebidas funcionais pode reduzir o risco de DCNT, devido aos
seus beneficios para a saude humana (SOUZA et al., 2020). Este fato motiva o
desenvolvimento de bebidas ricas em compostos bioativos, com qualidade sensorial,
por exemplo, sucos mistos (CARVALHO et al., 2017).

Os sucos mistos cumprem esse nicho de mercado, pois possuem a vantagem
do aprimoramento nutricional, com complementacéo de nutrientes e desenvolvimento
de novos sabores (CARVALHO et al.,, 2017). Esses sucos contém grupos de
compostos que beneficiam a saude humana, como fendlicos, carotenoides, terpenos,
vitaminas e minerais (AIJAhANI; ChEIKhOUSMAN, 2017; SOUZA et al., 2020;
ANTUNES et al., 2013).

As bebidas funcionais sao aquelas que oferecem beneficios para a saude e o
autocuidado e podem ser naturais como o cha (contém antioxidantes naturalmente)
ou podem ser adicionados ao alimento como édmegas, proteinas isoladas da soja,
fibras, prébioticos, probidticos, polifendis, vitaminas e minerais (FERNANDEZ
HERRERA, 2018).

A inclusdo de ingredientes funcionais em um formato de bebida oferece aos
consumidores uma forma conveniente para atender necessidades especificas de
saude (Yu, 2013).
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3.5 KOMBUCHA

A Kombucha é uma bebida asiatica milenar fermentada com o auxilio de uma
cultura de bactérias e leveduras selvagens (made do Kombucha ou SCOBY como é
chamada coloquialmente) proveniente de um cha ou uma infusdo geralmente
preparada com Camellia sinensis, podendo ser saborizada com frutas e especiarias.
De origem chinesa, ha mais de 2 mil anos é utilizada na conservacéo de chas, bem
como para transformar todo mosto doce em vinagre, dependendo do direcionamento
da fermentagdo (CARVALHES; ANDRADE, 2020).

De acordo com a legislagéo brasileira, Kombucha € uma bebida fermentada
obtida por fermentacéo aerdbia e anaerdbia do mosto, obtida pela infusdo ou extrato
de Camellia sinensis, e agucares por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas (BRASIL, 2019).

A fermentacdo do cha é o processo de uma cultura simbidtica de bactérias e
leveduras instaladas em um filme celuldsico. Este sistema simbiodtico produz uma
pelicula flutuante de celulose que se forma concomitante com a fermentacao,
denominado SCOBY (cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras), também
conhecido como fungo do cha ou mae do Kombucha (DE FILIPPIS et al., 2018;
CHAKRAVORTY et al., 2016; SANTOS, 2016). Este biofiime & produzido pelas
bactérias e protege uma comunidade microbiana dentro dele (MARSH, 2014).

As caracteristicas de sabor e aroma do Kombucha séo doces, ligeiramente
acidas e naturalmente espumantes (JAYABALAN et al., 2011; JAYABALAN, et al.,
2014). A composig¢ao do substrato utilizado na preparagao do Kombucha, como, cha
preto ou verde, pode fornecer algumas substancias biologicamente ativas, incluindo
polifendis, flavonoides e acidos fendlicos. Essas substancias sao reconhecidamente
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e anticancerigenas (BANERJEE et
al., 2010; BHATTACHARYA et al., 2016; JAYABALAN et al.,, 2011, 2014;
SREEAMULU, ZHUN; KANOL, 2000).

Estudos relataram que a fermentacdo desempenha um papel fundamental na
producdo de compostos bioativos. A cultura inicial usada para a fermentacéo do
Kombucha apresenta uma consideravel variagcdo em razdo da composi¢do do
substrato, parametros ambientais e localizagao geografica (JAYABALAN et al., 2014;
DE FILIPPIS et al., 2018).
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No processo fermentativo, enquanto as leveduras osmofilicas fermentam o
acgucar do cha e produzem etanol, as bactérias oxidam o alcool e produzem acido
acético (TEOH et al., 2004). Adicionalmente, sdo formados outros acidos organicos
além do acido acético, como glucdnico, latico, malico, citrico e tartarico, que tém
atividade antibacteriana e evitam a contaminacdo do Kombucha por bactérias
patogénicas (COELHO, 2020).

O cha de Kombucha é considerado um reservatorio de microrganismos
especializados que estdo alternando rapidamente em termos de composigao
quantitativa e qualitativa (LA CHINA et al., 2021). Seu crescimento se da em
sucessivas camadas horizontais € a nova cultura ficara sempre no topo do pote de
fermentagdo, podendo ou ndo se confundir com a cultura principal. O SCOBY se
desenvolve melhor em meio acido para sobreviver, utiliza-se de tanino, sacarose,
frutose, cafeina, para a obtengéo de energia. (CARVALHES; ANDRADE, 2020).

Este microbioma, compde-se de diversos géneros de bactérias do acido
acético, leveduras e em menor escala, bactérias do acido latico (COTON et al. 2017;
MARSH et al. 2014). Pesquisas distintas evidenciaram Komagataeibacter,
Acetobacter e Glucanobacter como 0s principais géneros de bactérias, Brettanomyces
e Zygosaccaromyces como as principais leveduras (VILLARREAL-SOTO et al. 2019).
May et al., (2019), em sua revisdo faz uma comparagao entre estudos, pontuando
numerosas especies em diversas culturas de Kombucha como Komagataeibacter
xylinus, komagataeibacter intermedius, komagataeibacter rhaeticus,
komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter kombuchae. Ha uma grande
variacao entre as espécies de leveduras dentro do sistema e esta modificacdo de
diversidade do perfil microbiano é relativa a sua origem geogréafica.

A fermentacdo do Kombucha apresenta uma complexidade consideravel, que
ainda nao foi totalmente compreendida devido a vasta diversidade de microrganismos
envolvidos e suas interagdes simbidticas (COELHO, 2020). Villarreal-Soto (2018)
afirma que independentemente das bactérias e leveduras acéticas ja possuirem a sua
funcdo definida na fermentacdo do Kombucha, as interacbes de muitos
microrganismos sao desconhecidas.

De acordo com Coelho (2020), a composi¢ao quimica do Kombucha é
dependente de multiplos fatores como tempo de fermentagao, temperatura, substratos

usados no cha inicial e microrganismos presentes no inéculo. Porém, diferentes
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estudos declaram a presenga de diversos componentes, como acidos organicos,
vitaminas, polifendis e aminoacidos confirmados na maioria da fermentagéao final.

Este potencial de bebida funcional e seus beneficios, faz com que o
Kombucha ganhe bastante relevancia e o seu consumo aumente. Ficando visivel este
movimento no mercado de bebidas funcionais, o Brasil destaca-se ao ser o primeiro
pais do mundo com uma legislagéo especifica para o Kombucha (SUHRE, 2020).
Determinando padrbes de identidade e qualidade em todo o territério nacional por
meio da Instrugdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019, instituida pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esta legislacdo integra uma
identificagdo, classificacdo, rotulagem, parametros analiticos, composig¢ao
(ingredientes obrigatérios e opcionais) e proibigbes relacionadas a produgéo de
Kombucha e comercializagdo (BRASIL, 2019).

Com o crescimento das bebidas fermentadas visando melhorar a saude, esta
pesquisa conduziu uma avaliagao na produgao de kombucha a partir de dois SCOBYs
(comercial e artesanal), saborizados com trés frutas brasileiras: jugara, jabuticaba e
grumixama. O obijetivo foi comparar os efeitos resultantes das bebidas fermentadas
de cada SCOBY, observando caracteristicas nutricionais e qualidade sensorial de

cada uma delas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Foram utilizadas as folhas de cha verde da Camellia sinensis produzido por
YAMAMOTOYAMA® (Brasil) adquirido em uma loja de produtos naturais localizada na
cidade de Londrina-PR, Brasil. O agucar utilizado foi o demerara organico produzido
por Native® (Brasil) adquirido no comércio local na cidade de Londrina-PR.

O SCOBY comercial (SKA) foi obtido através do site de compras
ciadosfermentados.com.br/collections/scoby-de-kombucha e o artesanal (SCF)
através de doacao local. Os frutos utilizados nas bebidas, foram produzidos entre as
safras de dezembro de 2022 a fevereiro de 2023. A jucara (Euterpe edulis) e a
jubuticaba (Myrciaria cauliflora) foram obtidas na forma de polpas, sendo da empresa
Estrela Guia Produtos Naturais (Morretes, Parana, Brasil 25°31'25.9"S 48°48'28.1"W)
e da empresa Bicudo Alimentos Congelados (Sao Paulo - SP, Brasil 23°32'15.3"S
46°44'04.5"W), respectivamente. Os frutos da grumixama (Eugenia brasiliense) foram
obtidos do sitio de agroecologia English Camp imersdo e acampamento (ltapetininga,
Sao Paulo, Brasil 23°29'44.8"S 47°56'56.4"W) transportados diretamente ao
laboratério e foram refrigeradas até o preparo de sua polpa.

Os reagentes utilizados para as analises laboratoriais foram de grau analitico

e obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha).

4.1.1 Preparo das polpas

As frutas de grumixama, foram primeiramente selecionadas de acordo com
sua cor roxa atraente, uniformidade, sabor e aroma caracteristicos, figura 4a. Em
seguida, realizou-se uma pré-lavagem com agua, para retirar as sujidades, seguido
de imersao em agua clorada por 30 minutos em uma concentragao de 200 mg/kg de
cloro, seguido de enxague. Para o processo de despolpamento da grumixama, a polpa
foi manualmente extraida das sementes e posteriormente processada em uma
centrifuga de alimentos juntamente com a casca. (Britdnia juicer 700). O
acondicionamento ocorreu manualmente em sacos plastico de polietileno com

capacidade 100 mL, sendo fechado a vacuo com o auxilio de uma seladora industrial
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(SVC 300 G, Sulpack®, BR), e posteriormente foi levado para o congelamento a -18°
C (DA MATTA, VIRGINIA MARTINS et al, 2005).

Para a produgdao da kombucha, as polpas foram combinadas em uma
proporcao de 30 % de jugara, 30 % de jabuticaba, 30 % de grumixama e 10 % de
agua, figura 5b, resultando em uma polpa unica denominada polpa mista (PFV- figura
5c¢). Estas concentragdes de polpa foram escolhidas baseadas em testes preliminares,
levando em consideracao caracteristicas sensoriais como cor, sabor e aroma. Em
seguida, a mistura foi pasteurizada em banho-maria a 80° C por 1 minuto e resfriada
imediatamente em banho de gelo (GUERGOLETTO et al, 2016). Foram retiradas
amostras das polpas analises fisico-quimicas e antioxidantes. A polpa foi identificada

e armazenada em congelador a — 18° C para caracterizagao e uso.

Figura 5: Etapa de producgao de polpa de frutas. a) Grumixama; b) Polpa das frutas

separadas; c¢) Polpa mista.

Foﬁnt-é:“[-)o“autor, 023.
4.1.2 Preparo do Kombucha

A bebida foi preparada de acordo com Jayabalan et al, (2014), seguindo o
fluxograma da Figura 6. As etapas foram subdivididas em primeira fermentacgao (item

4.1.2.1), saborizacao (item 4.1.2.2), segunda fermentagao e envase (item 4.1.2.3).



Figura 6: Fluxograma do preparo do Kombucha.
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Fonte: DA SILVA JUNIOR et al., 2022

4.1.2.1 Primeira Fermentagao

30

Para a primeira fermentacao foram preparados, 1 L da infusdo de cha verde

(C. Sinensis) com 5 % de acucar, resfriado a 20° C, adicionado de 10 % (v/v) do
STARTER (kombucha da fermentagéo anterior) em relagdo ao cha (JAYABALAN et
al, 2014), e 2,5 % (p/v) de SCOBY(Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras), de

um lote previamente fermentado. O cha foi fermentado por 7 dias sob a temperatura

de 25 °C. Nesta etapa de fermentagao foram avaliados 2 tipos de SCOBY distintos,

comercial (SCF) e o artesanal (SKA). Apds a primeira fermentacéao, foi realizado o

procedimento de filtracéo, utilizando um filtro de papel para retirada dos residuos,

melhorando suas caracteristicas visuais.

Figura 7: Kombucha 12 fermentacao. a) SKA; b) SCF.

Fonte: Do autor, 2023.
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4.1.2.2 Saborizagao

A saborizacdo e aromatizagao do cha fermentado (C. Sinensis) foi realizada
pela adi¢do da polpa. O cha foi transferido para um recipiente de vidro esterilizado e
foi adicionado a polpa mista na concentragéo de 10 % (p/v) em relagéo ao volume do
produto final. O recipiente foi hermeticamente fechado e levado para refrigeracéo a
10° C, por 24 h (CARVALHAES; ANDRADE, 2020).

4.1.2.3 Segunda Fermentacao

A kombucha saborizado foi separado em garrafas pet sanitizadas de 330 mL,
para realizacdo do envase e carbonatagao natural deixando uma area livre na medida
de 15 % do volume total da bebida. A segunda fermentagcéo ocorreu naturalmente na
garrafa, por mais 7 dias em temperatura controlada (25 °C), obtendo o produto final
SCF e SKA. Depois desse periodo, a bebida foi armazenada em temperatura
refrigerada (5 °C) (CARVALHAES; ANDRADE, 2020).

Figura 8: Kombucha 22 fermentacéo. a) SKA; b) SCF.

Fonte: Do autor, 2023.
4.1.3 Caracterizagao da polpa mista

A polpa mista foi caracterizada quanto para cor utilizando colorimetro digital
CIELAB* (CR400, Konica Minolta®, JP), coletando os dados de L*, a* e b*. Em termos
de composicao centesimal foram analisadas teor de proteina por Kjeldahl, lipideos por
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Blight Dyer (1959), umidade, cinzas, fibras soluvel e insoluvel, acidez titulavel total,
sélidos soluveis (°Brix), e carboidrato por diferenga, conforme Instituto Adolfo Lutz
(2008).

4.1.4 Analises Fisico-quimicas da kombucha

Ja para o kombucha, as aliquotas dos dois SCOBYS foram coletadas entre o
tempo 0 a 7 dias e apds 14 dias de fermentacao, totalizando 6 amostras. Nestas
foram analisadas pH, por pHmetro com eletrodo (FP20, Mettler Toledo®, EUA) (AOAC,
2007), acidez titulavel, por titulagdo com NaOH 0,1 N e o teor de sdlidos soluveis
(°Brix) em refratdmetro digital portatil (PAL-BX/RI, Atago®, JP) (IAL, 2008). Ja para a
analise de cor foram analisadas amostras nos tempos 0, 7 e 14 dias de fermentacao
utilizando colorimetro digital CIELAB*(CR400, Konica Minolta®, JP), coletando os

dados de L*, a* e b*.

4.1.5 Analise Microbioldgica

A contagem de bactérias e leveduras totais da Kombucha foi realizada apos
primeira fermentacdo e segunda fermentagao, utilizando o método de contagem de
placas (SIEVERS et al, 1995; CVETKOVIC, DRAGOLJUB et al, 2008). Para as
leveduras foi utilizado o meio Agar Batata Dextrose Acidificado (PDA-AC) com adic&o
de 1 mL/L de acido tartarico 10 % (v/v), seguido de incubagéo por 72 horas a 25° C.
Para contagem total de bactérias de acido acético (BAA) utilizou-se o meio agar MYP
(25 g/L manitol, 5 g/L de extrato de levedura e 3 g/L de peptona) contendo uma dupla
camada de agar manitol extrato de levedura peptona (MYP) (adicdo de uma camada
de 0,5 % de agar e uma camada de 1,0 % de agar) e incubagéo de 72 horas a 30° C
(ENTANI et al.,1985). Para as bactérias acido laticas totais (BAL) realizou-se a
metodologia descrita por Silva et al., (2007) pelo plaqueamento em profundidade em

agar MRS (Man, Rogosa & Sharpe), seguido de incubagao por 48 horas a 37° C.

4.1.6 Compostos fendlicos e Atividade antioxidante

A determinacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante foram
realizadas na polpa mista e nos kombuchas com 0, 7 e 14 dias de fermentagéao, para
ambos os SCOBYS.
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4.1.6.1 Método de extracao

Para as determinagdes de composto fendlicos e atividade antioxidante na
polpa mista, foi necessaria a realizacdo de uma extragao prévia dos compostos. Para
isso, realizou-se a metodologia descrita por Larrauri et al. (1997). Pesou-se 1 g de
amostra em um béquer de 100 mL, e, em seguida, foi adicionado 40 mL de metanol
50 %, homogeneizou-se e deixou em repouso por 60 min a temperatura ambiente (25°
C). Em seguida, foi realizada a centrifugacdo a 11.000 rpm durante 15 min e o
sobrenadante foi transferido para um balao volumétrico de 100 mL. A partir do residuo
da primeira extragdo, adicionou-se 40 mL de acetona 70 %, homogeneizou e deixou
em repouso por 60 min a temperatura ambiente (25 °C). Novamente a amostra foi
centrifugada a 11000 rpm durante 15 min, e o sobrenadante foi para 0 mesmo baléo
volumétrico contendo a primeira etapa e foi completado com agua destilada até 100
mL.

Para as amostras das bebidas durante e apos a fermentacao (dias 0, 7 e 14

dias) nao foi preparado extrato, por ja se encontrarem na forma liquida.

4.1.6.2 Fenolicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi conduzida por meio do
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, seguindo as orientacdes de Kumazawa et
al., (2002) e Singleton, Orthofer e Lamuela-Reventos (1999), adaptado por
Casagrande (2014). Utilizou-se a curva padrao de acido galico (2,5 — 125 mg) como
referéncia, as leituras foram realizadas a 760 nm em espectrofotdmetro (LIBRA S22,
Biochrom®, UK) e o teor de compostos fendlicos totais foi expresso em mg EAG 100

g’ oumL".

4.1.6.3 Determinacéo da capacidade doadora de atomos de hidrogénio ao radical
2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH:)

A metodologia utilizada segue o protocolo proposto por Denis, Madeira e
Almeida (1994), com adaptacdes de Handa et al. (2015). Neste método, a capacidade
antioxidante foi avaliada pela habilidade dos compostos fendlicos em doar hidrogénio
e estabilizar o radical livre DPPH, resultando em uma redug¢ao de cor. Essa reducgao



34

de cor foi mensurada em um espectrofotdmetro (LIBRA S22, Biochrom®, UK) a 517
nm e a atividade antioxidante dos extratos foi expressa em pmol ET 100 g-' ou mL",

utilizando uma curva padrao de Trolox (0 — 0,05 pmol).

4.1.6.4 Capacidade sequestradora do radical 2,2’ azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acidosulfénico) (ABTS+)

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método ABTS+ seguiu a
metodologia descrita por Re et al. (1996), com adapta¢des conforme Handa et al.
(2015). Inicialmente, uma solugédo estoque do reagente ABTS+ foi preparada a 7
mmol/L em persulfato de potassio a 2,25 mmol/L em agua destilada, sendo
armazenada protegida da luz a 25 °C por 16 horas. Em seguida, essa solugao foi
diluida em tampéo fosfato a 20 mmol/L (pH 7,4) até alcangar a absorbancia de 0,700
+ 0,020 a 730 nm. Posteriormente, em um tubo de ensaio, foram adicionados 15 uL
de extrato (amostra) ou padréo Trolox, juntamente com 4 mL da solugdo ABTS+
diluida. Essas misturas foram mantidas protegidas da luz por 6 minutos e avaliadas
em espectrofotometro (LIBRA S22, Biochrom®, UK) a 730 nm. As atividades foram
expressas em pmol 100 g™ ou mL™" utilizando uma curva padr&o de Trolox (0,004 —
0,01125 pmol).

4.1.6.5 Determinacao de antocianinas e flavonoides

Para as antocianinas e flavonoides, foi utilizado a metodologia descrita por
Francis (1982). Adicionou-se aproximadamente 30 mL da solugao de etanol-HCI (1,5
M) em 1 g da polpa mista ou 1 mL das bebidas fermentadas, e homogeneizou em um
agitador mecanico por 2 minutos na rotagéo aproximada de 7000 rpm. Em seguida, o
conteudo foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL (sem filtrar), envolto em
papel de aluminio, completando-se para o volume final com a solugéo etanol-HCI (1,5
M). A solucéo, ficou descansando na geladeira overnight. O material foi filtrado para
um béquer, mantendo-o sempre envolto em papel aluminio. Para a antocianinas,
realizou-se a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro (LIBRA S22, Biochrom®,
UK) a um comprimento de onda de 535 nm e para os flavonoides 374 nm. Foi utilizada
a solugao de etanol-HCI (1,5 M) como branco para ambas leituras e o resultado foi
expresso em mg 100 g ou mL-".
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4.1.6.6 Carotenoides totais

Para os Carotenoides totais, foi utilizado a metodologia descrita por
LICHTENTHALER e BUSCHMANN (2001). Pesou-se 2 g da polpa mista ou 2 mL das
bebidas e adicionou-se aproximadamente 18 mL de acetona 100 % e homogeneizou
em um agitador mecanico por 30 seg na rotagcdo aproximada de 7.000 rpm. Em
seguida, o conteudo foi transferido para tubos de ensaio envoltos de papel aluminio.
O material foi filtrado para um béquer, mantendo-o sempre envolto em papel aluminio.
Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia no espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 661 nm para clorofila A, 664 nm para clorofila B e 470nm
para os calculos dos carotenoides. O branco consiste em acetona 100% e o resultado

foi expresso em ug 100 g' ou mL™".

4.1.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para avaliar a microestrutura dos SCOBYS foi realizada a analise de
microscopia eletronica de varredura conforme Nishio et al. (2016) e Domingos et al.
(2021), adaptado. Os SCOBYS SCF e SKA passaram por um procedimento de fixagao
em solugédo de 2,5% de glutaraldeido e tampao cacodilato de sédio 0,1 mol L' (pH
7,2), incubados por 20 h a 4 °C. As amostras fixadas foram desidratadas em um
gradiente de etanol (30, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °GL), em seguida, houve a secagem
em ponto critico com CO2 (BalTec CPD 030, Secador de Ponto Critico CPD 030, Bal-
Tec Union Ltd., Liechtenstein). Apdés a secagem, os SCOBYS foram fixados em
suportes e revestidos com ouro usando um coater de sputter (BalTec SDC 050,
Revestidor de Sputter SDC 050, Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein). As imagens foram
adquiridas usando um Microscopio Eletrénico de Varredura (FEI Quanta 200) em
5.000 e 10.000 vezes.

4.1.8 Teor alcodlico por picnometria

A determinacdo do teor alcodlico foi realizada por meio do calculo da
densidade relativa, considerando a medigao de massa com o picndmetro de 25 mL ao
término da fermentacéao. O calculo a seguir foi empregado para encontrar a densidade
relativa (1AL, 2008).
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Mam — Mp
MH20 — Mp

Mam = Massa do picnbmetro com a amostra

= densidade relativa 20° C

mp = massa do picnémetro vazio

MHz0 = massa do picndmetro com a agua

O resultado foi expresso em g L.

4.1.9 Avaliagao sensorial

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos n°® 6.103.647 CEP-UEL (Anexo 1). Os testes foram
realizados no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimento (UEL), com participantes académicos e funcionarios da
Universidade. Os critérios de exclusao foram menores de 18 anos de idade e pessoas
com alergias a algum ingrediente do produto ou com sistema sensorial comprometido
e, os critérios de inclusao, foram os maiores de 18 anos, que aceitaram participar
voluntariamente da pesquisa e que nao apresentem nenhuma restricao alimentar ou
sensorial relativa ao consumo do produto.

Os participantes avaliaram 2 bebidas fermentadas (kombucha) saborizadas
com a polpa mista. Para isso, os participantes receberam o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) em que foram orientados sobre a livre
participagdo na pesquisa, os beneficios e riscos associados a sua participacdo e um
questionario sobre as informagdes pessoais do participante (ANEXO 2). Apds o
Consentimento, foi aplicado o Teste Triangular com 50 participantes nao treinados
para verificar se ha diferenga entre os kombuchas produzidos, utilizando o modelo de
Ficha de Avaliacao conforme (ANEXO 3). Os dados foram analisados com base no
numero de respostas corretas, com o objetivo de identificar possiveis diferencas
significativas. Utilizamos o numero de respostas corretas conforme (ANEXO 5) como
referéncia. Quando o numero de respostas corretas atingiu ou superou o valor
estabelecido na tabela, concluimos que havia diferenga significativa.

Previamente a realizagdo da analise sensorial, as amostras foram submetidas
a analise microbioldgica para os patdégenos E. coli (Escherichia coli), Salmonella spp.,

conforme a resolugdo RDC n° 724/2022, arts. 3°, incisos VII, VIII e XII, I.N. Anvisa n°®
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161/2022, art. 3°, inciso |, e Anexo |, item 12, alineas “e” e “f", e [.N. Mapa n°® 75/2019,
art. 2°.

A avaliacao da aceitagéo global das bebidas, realizou-se através do Teste de
Aceitacao com 102 participantes nao treinados, podendo ser os mesmos do Teste
Triangular. Uma escala heddnica de 9 pontos foi, onde o valor 1 representa "desgostei
muitissimo" e o valor 9 representa "gostei muitissimo", respectivamente (ANEXO 5).
Também foi julgada a intencdo de compra dos participantes diante das amostras
apresentadas, com escala de 5 pontos (certamente compraria (1), provavelmente
compraria (2), talvez compraria/talvez ndo compraria (3), provavelmente nao
compraria (4) e certamente ndo compraria (5), conforme ANEXO 4. A partir dos
resultados, aplicou-se analise de variancia (ANOVA), sendo p<0,05, e calculados os
indices de aceitagao pelo programa Statistica, versao 7.0 (Statsoft., 2004).

Os testes sensoriais foram realizados em dias diferentes e para ambos testes,
as amostras foram servidas na quantidade de 30 mL de cada amostra, em copos
plasticos descartaveis codificados com trés algarismos aleatorizados, com
temperatura do Kombucha em torno de 5-7°C, acompanhados de agua para limpeza

do paladar entre as analises.

4.1.9 Analise Estatistica

O processo de fabricagdo do Kombucha foi realizado pelo menos trés (3)
vezes para obtencédo de réplicas verdadeiras e as analises foram realizadas em
triplicatas. Os dados foram analisados com analise de variancia (ANOVA), e Tukey a

5 % utilizando o software Statistica, versao 7.0 (Startsoft, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA da Polpa Mista de Frutas Vermelhas
Nativas (PFV)

A composicéo fisico-quimica da PFV), destinada a produgéo de kombucha, visa
fornecer detalhadamente os componentes nutricionais, obtendo uma compreensao do
potencial nutricional que essa adicdo pode ter na bebida fermentada final e os

resultados estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢éo centesimal da polpa mista de frutas contendo jugara,
jabuticaba e grumixama (PFV).

Composic¢ao centesimal Polpa de frutas vermelhas nativas
pH 3,6+0,01
Cor
L* 24,40+0,28
a* 5,11+0,24
b* -1,41+0,06
Acidez titulavel (g de acido 0,5+0,01
citrico/100g)
Sdlidos soluveis(°Brix) 7,4010,14
Umidade (%) 91,3+0,01
Cinzas (%) 0,34+0,01
Proteina (%) 0,20+0,01
Lipideos (%) 0,20+0,01
Fibras soluveis (%) 0,8+0,01
Fibras Insoluveis (%) 2,2+0,01
Carboidratos (%) 4,96+0,01
Fendlicos totais (mg EAG 100 mL") 35,02+0,38
Antocianinas (mg 100 mL™") 0,01659+0,38
Carotenoides (ug100 mL™") 574,390+ 6,06
Flavonoides (mg 100 mL-") 0,037380+ 0,01
ABTS+(mM eq trolox 100 mL"") 1033,382+ 5,13
DPPH° (mM eq trolox 100 mL"") 705,71+ 0,01

Os valores apresentados estdo em base seca, exceto a umidade.
Os resultados apresentados na Tabela 1, demonstram a composicgao final da

polpa, apds a mistura de cada uma das frutas e agua potavel. Quando se observa as
frutas individualmente, ha variagbes decorrentes da mistura. Por exemplo, para o
porcentual de carboidratos, ha uma diferenga em relacdo aos valores obtidos para
polpa mista em relagdo a grumixama, sendo 4,96% na PFV e 8,25% com polpa
contendo 100% de grumixama (XU, KAWAI ET AL., 2020).
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Em relacdo ao teor de fibras, é possivel observar que a polpa mista foi maior
do que najucara (0,04%), além de na mista apresentar mais de 26% de fibras soluveis
em relacado a jucara (MARINHO, 2016).

O valor de °Brix foi reduzido por diluicdo tanto das polpas como de agua na
PFV, as polpas puras apresentam, 6,03 para grumixama, 2,03 para jugara e 15,6 para
jabuticaba, o que era esperado, ja que a mistura das polpas e adi¢do de 10% de agua,
aumentaram a umidade e com isso a dispersao/solubilidade dos sdlidos presentes
(SILVA, et al., 2008; MARINHO, 2016 e XU, KAWAI ET AL., 2020).

5.2 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA ANTES E DURANTE A FERMENTACAO DO
KOMBUCHA

A tabela 2 estdo apresentados os resultados dos parametros para
acompanhamento do processo de fermentacdo, pH, °Brix, acidez titulavel e cor.
Segundo pesquisa realizada por Leonarski et al. (2021) em processos fermentativos,
o pH, °Brix e acidez sao critérios essenciais para monitorar as diferentes fases de
fermentacgao (inicio, meio e fim). Além disso, o pH por si s6 € um fator crucial para
controlar o crescimento de microrganismos patogénicos, sendo recomendavel manté-
lo abaixo de 4,2.

Ao analisar os produtos finais (tabela 2), observou-se que as amostras SCF e
SKA apresentaram valores de pH de 3,21 e 3,17, respectivamente. Entretanto, ao
longo dos dias de fermentacéao, as respostas aos fatores pH, °Brix e acidez titulavel
total seguiram um padrao esperado, onde segundo Da Silva Junior, 2022 a variagéao
da bebida esta diretamente ligada aos ingredientes e suas proporg¢odes, incluindo sua
microbiota. Bem como a variagdo dos parametros de fermentagcdo levando em
consideragao o efeito do processo fermentativo. Os grupos microbianos observados
consumiram os substratos (glicose e frutose) e sintetizaram acidos orgéanicos (LOPES,
2021).
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Tabela 2: Valores de pH, °Brix, acidez titulavel e cor antes e durante a fermentagéo
dos kombuchas utilizando os SCOBYS comercial (SCF) e artesanal (SKA).

Cor
Amostras Acidez pH °Brix L A* B*
titulavel
PFV 0,532A 3,487BC(x0,03) 7,40% (x 24,40° (+0,28) 5,11 (x -1,41E (£
(£ 0,01) 0,14) 0,24) 0,06)
SCFO 0,061°E 3,742~ (£ 0,41) 5,47%8 (+ 48,38°8(x0,09) 0,36°°(+x0,02) 7,138 (+
(x 0,000) 0,12) 0,08)
SCF7 0,340°C 2,95°8C(+0,16) 4,73 (+ 56,982A(+0,01) 0,18°°(+0,02) 8,02%" (+
(x 0,007) 0,12) 0,01)
SCF14 0,350%C 3,212bABC (+ 390°C (+  32,95°°(+0,01) 9,23%A ( 0,56°C (+
(£ 0,007) 0,09) 0,00) 0,01) 0,02)
SKAOQ 0,061°E 3,522M (+ 5,33%8 (+  48,24b5%(+0,09) 0,33°°(x0,01) 7,108 (
(+ 0,000) 0,29) 0,09) 0,04)
SKA7 0,2695P 2,82°C (£ 0,18) 4,73°C (+ 57,243A(+0,01) 0,19°°(x0,01) 8,06 (+
(£ 0,007) 0,09) 0,01)
SKA14 0,43128 3,17aPABC(+ 3,65 (¢ 32,67°¢ 6,968 (+ -0,20°P
(£ 0,007) 0,05) 0,21) (x0,42) 0,04) (x0,23)

ab |etras mindsculas comparam os diferentes tempos de fermentagdo com o mesmo SCOBY.

AB |etras mailisculas comparam os diferentes SCOBYS. SCF- SCOBY Companhia dos Fermentados;
SKA- SCOBY Artesanal; SCF0- SCOBY Companhia dos Fermentados tempos inicial da fermentacao;
SCF7- SCOBY Companhia dos Fermentados 7 dias de fermentagédo; SCF14- SCOBY Companhia dos
Fermentados saborizado com mais 7 dias de fermentagédo; SKAO- SCOBY Artesanal tempo inicial da
fermentacao; SKA7- SCOBY Artesanal 7 dias de fermentagdo; SKA14- SCOBY Artesanal saborizado
com mais 7 dias de fermentacao.

Apos a adicdo da polpa de fruta (pH 3,48 £ 0,03) em uma concentracado de
10%, observou-se um aumento na escala dos graficos da figura 4; no entanto, nao
foram registradas diferencgas significativas entre o dia 7 e o produto final (14). Ja em
relacdo ao resultado em °Brix, quando a polpa é adicionada, observa-se uma redugao
em comparagao com o sétimo dia de fermentacao. Essa diminui¢gao é notada durante
a segunda etapa de fermentacdo, que ocorre quando o produto esta envasado. Tal
redugado € atribuida ao consumo do acucar disponivel na polpa, como também
evidenciado pelo aumento da acidez titulavel (SILVA JUNIOR et al., 2021).
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Figura 9: Variagcdo do pH, acidez titulavel e teor de sdlidos soluveis durante a
fermentacdo do kombucha das amostras SCF (SCOBY Companhia dos Fermentados)
e SKA (.SCOBY Artesanal) durante 14 dias de fermentacéo.
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Fonte: Do autor, 2023.

A polpa mista (PFV) apresentou diferengas significativas em L*, a* e b* em
relacdo a todas as outras amostras, sendo facilmente notavel sem analises
estatisticas. Até o 7° dia de fermentacao, os valores de L*, a* e b* para ambas as
bebidas foram semelhantes, como evidenciado na tabela 2. No entanto, a partir
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desses valores, nota-se uma redugdo na luminosidade do kombucha, ou seja,
tonando-se mais clara, acompanhado pela predominancia de tonalidades amarelas e
verdes em ambas as amostras.

Ao analisar a fermentagdo das kombuchas SCF e SKA ao longo do processo,
com base no valor L*, é possivel observar diferencas significativas entre as amostras
individualmente. Contudo, ao comparar as duas bebidas ao longo dos dias, ndo ha
diferengas significativas, apresentando um comportamento uniforme. No entanto, os
produtos finais apresentaram diferengas significativas nos valores de a* e b”,
sugerindo uma possivel influéncia do pH nos grupos croméforos dos compostos.

A coloragao é um aspecto crucial a ser considerado devido a sua relagao direta
com a aparéncia e aceitabilidade do produto final. A reducédo dos valores de L*, a* e
b* era esperada devido a presencga de pigmentos como carotenoides, antocianinas e
flavonoides. Esses pigmentos sofrem alteragdes em decorréncia das variagbes de pH
durante a fermentacéo, sujeitos a degradacao por enzimas associadas a bactérias e
fungos presentes na bebida.

Os microrganismos que transformam fitoquimicos e outras fontes de nitrogénio
contribuem para a redugao da intensidade da cor durante o processo fermentativo.
Este fendmeno ilustra a complexidade das interagdes microbioldgicas e quimicas que
ocorrem durante a fermentagcdo do kombucha, influenciando diretamente nas

caracteristicas visuais do produto final.

5.1.3 Teor alcoolico

O teor alcodlico das bebidas prontas foi avaliado por meio do método de
picnometria, revelando uma notavel disparidade entre as amostras SKA (1,16+0,05) e
SCF (0,56+0,07), ultrapassando o limite regulamentar do Brasil de 0,5% (v/v)
(BRASIL, 2019). Embora ambas as produgbes de kombucha sigam o mesmo
processo de fabricagdo, a divergéncia nas concentragbes de etanol é atribuida a
composi¢ao microbioldgica distinta de cada SCOBY (SUHRE, 2020).

A variacao significativa na amostra SKA sugere uma complexa interagao
durante a simbiose no processo fermentativo, influenciando diretamente na produgao
de alcool (XIA et al., 2019). Durante o processo, as bactérias utilizam a glicose para

gerar acidos organicos, como acido glucénico e acido latico, enquanto metabolizam o
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etanol em acido acético (ETGETON, 2022). O acumulo de acido acético, por sua vez,
estimula as leveduras a intensificarem a producédo de etanol (CHEN; LIU, 2000;
VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

5.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os teores de fendlicos totais, carotenoides, flavonoides e antioxidantes na
polpa mista e durante a fermentagcdo do kombucha estdo apresentados na Tabela 3.
Os resultados revelaram diferengas significativas entre as PFV, SCF e SKA. A
presenca desses compostos na composi¢cao nos alimentos € crucial, pois
desempenham diversas fungdes na estabilidade do produto e na promocao da saude

humana, com énfase em sua atividade antioxidante.

Tabela 3: Compostos bioativos e atividade antioxidante na polpa mista e durante a
fermentacgao (0, 7 e 14 dias) dos kombuchas comercial e artesanal.

Amostra Fendlicos Antocianina Carotenoides Flavonéi ABTS+ DPPH°
totais (mg (mg 100 mL™")  (ug 100 mL")  des (mM eq (mM eq trolox
EAG 100 mL") (mg 100  trolox 100 100 mL™)
mL™") mL™")
PFV 35,02°(+ 0,38)  0,016593 574,390" 0,037380 1033,382° 705,718(+0,00)
(x0,01) (£6,06) A (£5,13)
(x0,01)
SCFO 53,7228(+0,59)  0,000331°8 35,9331¢E 0,007980 2770,68**  880,4124(+1,85)
(x0,01) (x4,02) bBC (x0,01)
(x0,01)
SCF7 24,40°°(+0,23)  0,00070028 197,23802%8 0,011537 1599,41°€  328,08°(+3,70)
(x0,01) (£5,81) aB (x15,39)
(x0,01))
SCF14 53,08%8(+0,39)  0,000679% 177,3164°C 0,004671 2248,18"®  536,85°C(+24,10)
(£ 0,01) (x11,82) cD (£51,31)
(x0,01)
SKAO0 35,357°(x0,94) 0,000318°8 23,1826 0,003525 1849,78%¢( 410,70°°(+ 3,70)
(£0,01) (£5,49) cd +0,01)
(x0,01)
SKA7 23,43°C(£1,14)  0,000344°8 37,7172 0,010428 1211,17°F  360,21°°E(£12,0
(£0,01) (x4,43) bB (x20,52) 5)
(x0,01)
SKA14 65,60°A(x1,77)  0,001109%8 105,61342° 0,005882 1719,15®  576,18%¢(+27,81)
(£ 0,01) (£10,90) bCh (x41,05)
(£0,01)

ab |etras mintsculas comparam os diferentes tempos de fermentagdo com o mesmo SCOBY.

AB letras mailsculas comparam os diferentes SCOBYS. SCF- SCOBY Companhia dos Fermentados;
SKA- SCOBY Artesanal; SCF0- SCOBY Companhia dos Fermentados tempos inicial da fermentacao;
SCF7- SCOBY Companhia dos Fermentados 7 dias de fermentagédo; SCF14- SCOBY Companhia dos
Fermentados saborizado com mais 7 dias de fermentagdo; SKAO- SCOBY Artesanal tempo inicial da
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fermentacdo; SKA7- SCOBY Artesanal 7 dias de fermentagdo; SKA14- SCOBY Artesanal saborizado
com mais 7 dias de fermentacéo.

A polpa de frutas(PFV) apresentou valores inferiores em comparagédo com
polpas provenientes de uma unica fruta, que apresentaram um teor de fendlicos de,
173,85 mg EAG 100 g-1 para grumixama, 661,2 mg EAG 100 g' para jabuticaba e
45,4 mg EAG 100 g para jugara, enquanto a polpa mista registrou 35,05 mg EAG
100 g-1( RAMOS, 2020; BOESCO et al., 2020; GUERGOLETTO et al., 2016). Essa
disparidade pode ter ocorrido devido a interagédo e diluicdo com agua de compostos
entre as polpas ou a variaveis relacionadas ao armazenamento e transporte, uma vez
que as polpas de jabuticaba e jugara utilizadas s&o comerciais, e a polpa mista foi
preparada utilizando 30% de cada polpa.

Segundo Souza et al. (2020), o sucha de maga e cardamomo apresentou teores
semelhantes aos das amostras de polpa e kombucha, variando de 27,59 a 31,79 mg
EAG 100 g™

Ao analisar os valores da tabela 3, nota-se que a fermentacdo do dia 0 ao dia
7, ocasionou um decréscimo em todos os componentes. Essa reducdo pode ser
justificada pela mudanga de pH ocorrida na primeira etapa da fermentacgéo, onde o pH
inicial variou de 3,58 a 3,92, terminando no 7° dia de fermentacdo com valores entre
2,8 e 2,91. Vale ressaltar que, abaixo de 3,0, os flavonoides tornam-se neutros,
podendo ocasionar uma reducdo na atividade antioxidante, considerando que os
métodos utilizados levam em consideragao a presenga de cargas parciais positivas
ou negativas (JOVANOVIC et al., 1996).

As amostras de kombucha apresentaram diferencgas significativas entre si, com
excecgao no 7° dia, indicando uma influéncia da extragao aquosa do cha verde e do
processo de fermentacdo. A adicdo da polpa de fruta teve impacto direto nesses
valores, contribuindo para o aumento, especialmente em comparagéo com o 7° dia de
fermentacdo. A presenca da polpa sugere que sua insergao foi benéfica para tornar
os valores fendlicos totais, ABTS* e DPPH° mais relevantes e melhorar as

caracteristicas da bebida final.
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5.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
5.3.1 Contagem em placas de leveduras, BAA e BAL

Durante o processo de fermentacdo nos kombuchas pronto para consumo, é
possivel acompanhar a evolugéo microbiolégica dos grupos e bactérias e leveduras,
conforme a Tabela 4. A contagem das BAAs nas bebidas finais SCF e SKA foi de 3,42
+ 0,40 log UFC mL" e 4,56 * 0,34 log UFC mL™", respectivamente, revelando uma
diferenga significativa entre elas. Essa disparidade pode ter influenciado nas
caracteristicas sensoriais da bebida final, considerando as contagens de BAA na
amostra SKA e a diversidade microbiolégica que ndo é definida. A amostra SKA
apresentou mais caracteristicas sensoriais de sabor acético e acidez, o que é
justificado pelos resultados de acidez titulavel e pH, indicando uma maior produgao

de acidos organicos provenientes do metabolismo bacteriano.

Tabela 4: Contagem de microrganismos nos Kombuchas produzidos com SCOBYs
comercial (SKA) e doagao (SCF) antes (0), durante (7) e ap6s (FN) o processo
fermentativo

log UFC mL"!

Amostra Bactérias acéticas Bactérias laticas Leveduras
SCFO 5,0428C(+0,04) 4,62°C(+0,12) 4,21°CD(+0,33)
SCF7 5,58%A8(+0,40) 6,212A(+0,06) 5,1928(+0,25)
SCF14 3,42°0(+0,40) 5,38P8(+0,25) 4,853BC(+0,07)
SKAO 5,35P48C(+0,11) 5,442A8(+0,20) 4,06°P(+0,04)
SKA7 6,172A(x0,21) 5,332ABC(+0,47) 6,43%A(x0,07)
SKA14 4,56°C(+0,34) 6,14248(+0,20) 6,322A(+0,08)

ab |etras mindsculas comparam os diferentes tempos de fermentagdo com o mesmo SCOBY.
AB |etras mailsculas comparam os diferentes SCOBYS. SCF- SCOBY Companhia dos Fermentados;
SKA- SCOBY Artesanal.\

Para as Bactérias Acido Laticas (BAL), as contagens finais (14 dias) foram de
5,38 + 0,25 log UFC mL' e 6,14 * 0,20 log UFC mL"', ndo revelando diferenca
significativa. Essa contagem é similar ao observado por Etgeton (2022), que obteve
uma contagem inicial de 4,19 log UFC mL" e uma contagem final de 6,64 log UFC
mL-". As BAL desempenham um papel crucial no processo fermentativo, contribuindo
para as caracteristicas sensoriais e apresentando potencial probiético. as bactérias
acéticas oxidam o etanol e geram acido acético, conferindo o sabor caracteristico a
kombucha. Além disso, essas bactérias também s&o responsaveis pela producido de
celulose, vista como uma barreira fisica que protege o ambiente do processo
fermentativo. As principais caracteristicas observadas em bebidas como kombucha
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estao relacionadas a palatabilidade do produto, uma vez que o acido latico € mais
aceito sensorialmente do que o acido acético, devido a diferenga de sabor e tolerancia
sensorial em contextos de fermentacdo (VARGAS; FABRICIO; AYUB, 2021).

A andlise das leveduras revelou contagens de 4,85 + 0,07 log UFC mL' e 6,32
+ 0,08 log UFC mL-", destacando diferenga significativa. A dinamica ao longo do
periodo de fermentacdo das leveduras nas amostras SCF e SKA demonstrou
diferenca a partir do sétimo dia de fermentacéo, atribuiveis a variagdo nos niveis de
acido acético e etanol. Esses resultados suscitam uma compreensao mais profunda
da variagao fermentativa, ressaltando a importancia das leveduras nao apenas na
producédo de compostos, como alcool, CO2 e acidos orgéanicos, mas também na
modulagao do perfil de sabor do kombucha final. O comportamento distinto observado
por Neffe-Skoncinska et al. (2017), com um aumento apds o décimo dia de
fermentagcdo, destaca a complexidade e a diversidade desses microrganismos. No
entanto, a dindmica observada na SCF e SKA, com um aumento significativo ja a partir
do sétimo dia de fermentacao, ressalta aimportancia dessas leveduras desde as fases
iniciais do processo, impactando positivamente na qualidade do kombucha. Outro
fator importante, considerando a relacdo simbidtica entre bactérias e leveduras nos
SCOBYs ¢é a producao de celulose. As leveduras presentes no kombucha realizam a
hidrélise da sacarose através da produgcdo de invertases, convertendo
monossacarideos que sao fontes de carbono acessiveis aos microrganismos. Este
processo resulta na producao de etanol e diéxido de carbono (LEONARSKI et al.,
2020; MAY et al. 2019).

5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os SCOBYS analisados em MEV (figura 8) foi coletado apés os 7 dias de
fermentacao das bebidas. As imagens sugerem que € composto por um emaranhado
de microfibrilas de celulose (70 a 80 %) e microcristais, formados a partir do consumo
do substrato que ficam aderidos na estrutura do biofilme, sendo na sua grande maioria
compostos secundario da fermentagao. Além disso, o MEV sugere a presenca de
microrganismos na estrutura, observado pelas formas bacilos e esféricas de bactérias

e leveduras, respectivamente (TAPIAS et al., 2022).
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Figura 10: Microscopia eletrénica de varredura dos SCOBYs (A) SCF (SCOBY
Companhia dos Fermentados) e (B) SKA (SCOBY Artesanal) com aumentos de 5.000
e 10.000 vezes (detalhe).:

Fonte: Do autor, 2023.

Nas imagens de MEV em 10.000 vezes é observado uma diferenga entre os
SCOBYS na organizacgéao da celulose. Naimagem A, a celulose esta mais dispersa e
com estrutura de teia, enquanto que na imagem B a celulose mantém esta mesma
configuragédo, porém esta mais compactada e densa. Isso pode ser explicado pela
diferenga na contagem de bactérias acéticas nas duas amostras, sabendo que sao as
responsaveis pela producéo da celulose. Com o avango do crescimento e produgao
da celulose a mesma tende a se aglutinar, o que aconteceu e € observado naimagem
B, para o SKA, que teve maior contagem de BAA e formou uma estrutura mais densa
e compacta (VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

5.4 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi realizada com 50 avaliadores para o teste triangular e
102 avaliadores para a aceitacao global e intencdo de compra do produto. Do total de
avaliadores, 69% (n=106) foram do sexo feminino, 30% (47) do sexo masculino € 1%

(n=1) prefiro ndo dizer (figura 9). Com relacao a faixa etaria, a grande maioria (50%)
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se enquadrou entre 21 a 25 anos, sendo a grande maioria estudantes que estavam

cursando o ensino superior (71%) (figura 11).

Figura 11: Perfil dos avaliadores da analise sensorial.
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Fonte: Do autor, 2023.

Em relagcdo ao consumo de frutas vermelhas, 39,61 % dos avaliadores

consomem eventualmente e a fruta mais conhecida entre eles, € a jabuticaba com 84
% (figura 10). Referente ao conhecimento da bebida, 51 % ja ouviu falar do kombucha,

porém 67% nunca consumiram, conforme evidéncias dos graficos abaixo (figura 12).

Figura 12: Consumo das frutas e bebida.
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Fonte: Do autor, 2023.

Sim = Mo



49

O teste triangular foi aplicado para verificar se existe diferengcas sensoriais
entre os kombuchas produzidos com os SCOBYs, SCF e SKA. Quanto ao resultado é
possivel verificar que houve diferenga significativa e a maioria dos avaliadores 60 %
(n=30) conseguiram identificar qual era a amostra correta (figura 13). Levando em
consideragao o numero minimo de respostas corretas (25) com a de 0,01, 30,10 e Pd
40 %, conclui-se que existe diferenca sensorial significativa entre as amostras. Os
avaliadores destacaram no teste que a diferenca das amostras estava relacionada a
intensidade do sabor que é caracterizada principalmente, pela acidez que foi palatavel
nas respectivas amostras, Esse resultado foi possivel observar pelos comentarios
registrados nas fichas do teste triangular (ANEXO 3),onde 44%(n=22) colocaram
observagdes, destas observagdes, 68%(n=15) referiram-se que conseguiram

observar a diferenca através da intensidade de acidez das amostras.

Figura 13: Gréafico do teste triangular.

Teste triangular
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40%

Acerto
60%

Fonte: Do autor, 2023.

Com o objetivo de avaliar a aceitacdo das bebidas produzidas com os
SCOBYS SCF e SKA, o teste de aceitacao foi realizado para os atributos aceitagéo
global e intengdo de compra dos kombuchas. Nesta pesquisa, o teste de aceitagao
(figura 14) das kombuchas apresentaram notas médias de 5,77 para a SKA e 6,24
para a SCF, no qual nao foi apresentada diferenca significativa (p>0,05) entre as
amostras e sugerindo que os avaliadores gostaram ligeiramente dos kombuchas.
Estes valores sao considerados positivos na presente pesquisa, visto que existe uma
certa resisténcia ao consumo de bebidas fermentadas tipo kombucha no Brasil, devido
ao seu prego elevado e seu alto teor de acidez (FABRICIO et al., 2022).
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Figura 14: Teste de aceitagéo.
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Fonte: Do autor, 2023.

Na avaliagao da intengéo de compra (figura 15) do produto, 32% (n=33) para
o kombucha SKA e 31% (n=32) para o kombucha SCF responderam que talvez
comprariam, talvez ndo comprariam onde nao houve diferenga significativa (p>0,05)
entre as amostras. Lembrando que 102 dos 152 avaliadores nunca tinham consumido
kombucha anteriormente. Tsuru et al. (2021) alega em sua pesquisa que a
interferéncia negativa de seus avaliadores esta diretamente ligada a faixa etaria (18-
26 anos) onde os mesmos nao estdo acostumados a consumir produtos fermentados

com caracteristicas acidas, considerando que seu palato ainda esta em formacgao.
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Figura 15: Graficos de Intengdo de compra das bebidas.
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6 CONCLUSAO

A composicdo final da PFV varia significativamente dependendo da fruta
utilizada e da propor¢cado de agua adicionada, revelando diferengas nos teores de
nutrientes quando comparamos as frutas individualmente com a PFV, como
carboidratos e fibras, trazendo informag¢des essenciais para garantir a qualidade
nutricional e as caracteristicas sensoriais de um produto final desejado.

Ao acompanhar o processo de fermentacéo (pH, °Brix, acidez e cor) das
amostras SCF e SKA, foi observado que nao existe diferenga significativa nos valores
de pH apresentados no produto final, trazendo um controle desejado para evitar o
crescimento de microrganismos patogénicos. Ao longo dos dias de fermentagéo,
ambas as amostras mostraram resultados esperados, seguindo um padréo tipico de
fermentagcdo em simbiose, onde os grupos microbianos presentes consumiram 0s
substratos disponiveis, resultando na sintese de acidos orgéanicos, como observado
na variagao de acidez titulavel total que apontou uma diferenga significativa entre as
bebidas prontas SCF e SKA. E possivel observar que quando a polpa é adicionada,
ha uma influéncia direta no processo de fermentacdo; embora as amostras tenham
mostrado comportamentos semelhantes durante o processo, a adi¢cdo da polpa teve
um impacto distinto.

Para os compostos bioativos, a adicdo da PFV traz uma diferencga significativa
no produto final, contribuindo para o aumento, especialmente em comparagéo com o
7° dia da fermentagao. A presenca da PFV sugere que sua insergao foi benéfica para
o aumento dos valores de fendlicos totais, ABTS+ e DPPH®, melhorando assim as
caracteristicas antioxidantes das bebidas finais. As amostras apresentaram variagoes
notaveis ao longo do processo de fermentagdo, sugerindo que as escolhas dos
ingredientes podem ser ajustadas para otimizar a qualidade e os beneficios a saude
na bebida final.

O acompanhamento da evolugdo microbiolégica durante o processo de
fermentacdo da kombucha pronta para o consumo revelou-se importante entre os
grupos de bactérias e leveduras, e as caracteristicas sensoriais. Nao houve diferenca
significativa entre as amostras SCF e SKA em relagao as bebidas prontas quando se
trata de BAL, indicando sua contribuicdo fundamental para o potencial probiético e
caracteristicas sensoriais. Enquanto isso, as BAA conferiram a amostra SKA um sabor

mais pronunciado e uma maior acidez em comparagao com SCF. A dinamica das
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leveduras apresentou diferengas significativas entre as amostras, mostrando uma
contagem mais elevada para a SKA, especialmente no 7° dia, além de desempenhar
um papel importante na produgao de alcool, CO2 e acidos orgénicos; as mesmas
contribuem para a modulagdo do perfil do sabor da bebida final. Estes resultados
destacam a complexidade e a diversidade de microrganismos envolvidos no processo
fermentativo da kombucha, bem como a importancia de entender suas interacdes para
otimizar a qualidade do produto final.

A presente pesquisa buscou também analisar a aceitagdo sensorial e a
intencdo de compra de kombuchas produzidas com diferentes culturas de
fermentacdo (SCF e SKA), além de investigar o conhecimento e habitos de consumo
relacionados a bebidas fermentadas acidas entre os avaliadores. Com o teste
triangular, foi possivel constatar uma diferenga significativa entre as amostras, com a
maioria dos participantes conseguindo identificar corretamente a amostra diferente. A
intensidade do sabor, especialmente a acidez, foi destacada como fator distintivo entre
as amostras na maioria das observagdes registradas pelos avaliadores. Para o teste
de aceitacdo global, as notas médias das amostras ndo apresentaram diferencga
significativa, indicando uma leve preferéncia pelos kombuchas avaliados. Nao houve
diferenga significativa para intencdo de compra entre as amostras, sendo que
aproximadamente um ter¢co dos avaliadores expressaram interesse em adquirir as
bebidas avaliadas, mesmo considerando que a maioria dos participantes nunca havia
consumido kombucha anteriormente. Os resultados apresentados sugerem um
potencial de aceitacdo crescente dessas bebidas para desenvolvimento e
comercializagdo, considerando tanto a qualidade sensorial quanto as preferéncias dos
consumidores, mesmo sendo um perfil sensorial desafiador.

Com isso, o desenvolvimento de bebidas fermentadas saborizadas com frutas
nativas revela-se promissora, oferecendo potencialidades para alimentos funcionais e

probidticos. No entanto, faz-se necessario novas pesquisas para confirmar tais efeitos.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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(TCLE)

Projeto: “Desenvolvimento de bebida fermentada de frutas nativas vermelhas: Jucara,
Jabuticaba e Grumixama”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “Desenvolvimento de bebida
fermentada de frutas nativas vermelhas: Jucara, Jabuticaba e Grumixama”, a ser realizada no
“Laboratério de Anadlise Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos”. A
Kombucha é uma bebida fermentada que tem como base o cha verde em um processo fermentativo
que envolve uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (scoby) adicionado no cha adogado. A
saborizagdo com a polpa de frutas vermelhas brasileiras (grumixama, jabuticaba e jugara) cria uma
bebida com potencial saudavel e perfil sensorial exclusivo. Um dos objetivos da pesquisa é desenvolver
bebidas fermentadas de Kombucha saborizadas com frutas vermelhas brasileiras (jugara, jabuticaba e
grumixama), avaliando o processo fermentativo com o uso de scoby comercial ou artesanal e sua
influéncia na atividade antioxidante in vitro.

Os ingredientes da kombucha serdo: Cha verde, agucar, scoby (filme de polissacarideo que
contém a mistura de bactérias e leveduras que fermentam o cha para a produgéo da bebida), starter
(liquido fermentado da Kombucha anterior usado para auxiliar no inicio da fermentagéo), agua, polpa
de frutas vermelhas brasileiras (produzida com partes iguais de polpas pasteurizadas de grumixama,
jucara e jabuticaba). Sua participagéo no teste sensorial € muito importante e ela se daria da seguinte
forma: o (a) senhor (a) faria parte da equipe de avaliadores da aceitagao e perfil sensorial da bebida
recém-preparada, inicialmente sera solicitado a preencher um questionario de informacgbes pessoais e
em seguida ira identificar descri¢gdes relacionadas as caracteristicas sensoriais da bebida e avaliar o
guanto gostou ou desgostou das amostras apresentadas durante uma sessao de avaliagdo com duragao
de no maximo 15 minutos.Esclarecemos que sua participacao é totalmente voluntaria, podendo o (a)
senhor (a): recusar- se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete
qualquer dnus ouprejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes serao utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade,
de modo a preservar a sua identidade. Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) nao pagara e nem sera
remunerado(a) por sua participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas desta pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de suaparticipacdo. O beneficio
esperado é contribuir no fomento e na protecdo de frutas nativas brasileiras localizadas na Mata
Atlantica e disponibilizar uma bebida fermentada com alto valor nutricional junto a propriedades
antioxidantes e diversos metabdlitos que sao importantes para o corpo humano em simultdneo com
alternativas para novos sabores. Os riscos associados a ingestdo das formulagdes da bebida s&o
minimos, pois se trata de um produto preparado de forma segura, com ingredientes pasteurizados e o
produto submetido a avaliagdo microbiolodgica de patégenos. Além disso, a ingestdo do produto
durante o teste é pequena, sendo a quantidade apenas para fins de pesquisa sensorial. Entre os riscos
minimos, o provador podera sentir leves distensdes abdominais e solta do intestino, sendo que estes

sintomas caso aparegcam, sdo passageiros e ndo perduram por mais de 6h apés a realizag&o do teste.
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Caso ocorra qualquer tipo de desconforto, os pesquisadores comprometem-se a amparar o participante
da pesquisa em alguma eventualidade, sendo prontamente atendido e amparado. Caso o(a) senhor(a)
tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos contatar (Prof.a. Dra. Karla Bigetti
Guergoletto DCTA/UEL, e-mail: karla@uel.br e Vinicius Domingues Santos

DCTA/UEL, e-mail: vinicius.dsantos@uel.br, ou procurar o Comité de Etica em

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadualde Londrina, situado junto ao LABESC
— Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente

preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de
2023.

Profa. Dra. Karla Bigetti Guergoletto

Vinicius Domingues Santos

Eu, (NOME POR EXTENSO DO

SUJEITO DE PESQUISA), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscépica):

Data:

ANEXO 2:
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QUESTIONARIO DE INFORMAGCOES PESSOAIS DO PARTICIPANTE

Projeto: “Desenvolvimento de bebida fermentada de frutas nativas vermelhas: Jucara,
Jabuticaba e Grumixama”

Nome:
E-mail:

1.

2,

3.

4,

5.

6.
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Faixa etaria:
()18-20anos ( )21-25anos ( )26-30anos ( )31-35anos
( )36-40 anos ( )>40 anos

Género: ( ) Feminino () Masculino ( ) Prefiro ndo dizer ( ) outro

Escolaridade:

( ) Fundamental completo

( ) Médio completo

( ) Superior - ( ) cursando () completo

( ) Especializagdo - ( ) cursando () completo
( ) Mestrado - ( ) cursando () completo

( ) Doutorado - ( ) cursando () completo
( ) Outro: Especifique:

Indique a sua ocupacgao:

( ) Estudante

( ) Trabalho. Especifique qual:
( ) Outro:

Vocé consume frutas vermelhas?
( )diariamente ( )semanal ( )mensal ( )eventualmente ( )nunca

Vocé conhece alguma destas frutas?
( )jugcara ( )grumixama ( )jabuticaba

Qual frequéncia de consumo? (escreva):

7.

Vocé conhece o Kombucha?

( )Sim ( )Néo

8.

9.

Indique a frequéncia de consumo de Kombucha:
( )diario ( )semanal ( )mensal ( )eventualmente ( )nunca

Se a frequéncia for semanal, qual é o sabor que vocé mais consome:
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ANEXO 3:
Ficha de avaliagédo sensorial para Teste triangular.

Nome: Data: [/ [/

Teste Triangular

Vocé esta recebendo 3 amostras de bebida fermentada. Por favor, prove as amostras da
esquerda para a direita. Antes de seguir para a préxima amostra, deve realizar a limpeza
do paladar com a 4gua fornecida. Duas amostras sdo iguais e uma é diferente. Identifique
com um circulo a amostra diferente.

Comentarios:




ANEXO 4

Teste de Aceitacao
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TESTE DE ACEITACAO

Por favor, avalie a amostras de kombucha utilizando a escala abaixo, para dizer o
quanto gostou ou desgostou do produto e, se desejado, faga comentarios sobre

ele.

1- Desgostei muitissimo

2- Desgostei muito

3- Desgostei

4- Desgostei ligeiramente

5- Nao gostei nem desgostei
6- Gostei ligeiramente

7- Gostei

8- Gostei muito

9- Gostei muitissimo

Vocé compraria este produto?

1- Certamente compraria

2- Provavelmente compraria

3- Talvez compraria/talvez nao compraria
4- Provavelmente nao compraria

5- Certamente nao compraria

Amostra

Nota

Amostra

Nota




ANEXO 5

Tabela 38 — Nimerc minimo de respostas corretas necessarias para estabelecer diferenga
significativa entre as amostras ao nivel de erro alfa (o) para o Teste Triangular
para o correspondents ndmero de julgadores (n). Rejeite a hipdtese de que ndo
ha diferenga se o ndmero de respostas corretas for maior ou igual ao tabelado

[+ o
n 020 040 005 00 0,001 n 020 o040 005 00 00H
il 4 5 5 6 32 14 15 16 18 20
T 1 5 5 ] T 33 14 15 17 18 21
] 5 5 L T ) 34 15 16 17 19 21
g9 5 i Li 7 ] 35 15 16 17 19 22
10 6 B 7 ] ] 36 15 17 18 20 22
1 B 7 7 ] 10 1) 16 17 18 20 22
12 B 7 ] ) 10 38 16 17 19 21 23
13 7 8 Gl g 1" 39 16 18 19 2 23
14 T i} 9 10 n 40 17 16 19 21 24
15 8 il 9 10 12 4 17 19 20 22 24
16 i] 9 9 1 12 42 18 19 20 22 25
17 i 9 10 1 13 43 16 19 20 23 25
18 9 10 10 12 13 4 18 20 | 23 26
19 ) 10 1 12 14 45 19 20 P 24 26
20 9 10 1 13 14 46 19 20 22 24 a7
21 10 1 12 13 13 47 19 21 22 24 ar
22 10 1 12 14 15 48 20 bl 22 25 27
23 n 12 12 14 16 by 22 23 25 27 a0
P n 12 13 15 16 60 24 26 27 30 43
25 n 12 13 15 17 il 26 28 2 32 35
26 12 13 14 15 17 i 28 a0 32 4 k]
7 12 13 14 16 18 Fi] a0 32 4 k- 40
2B 12 14 15 16 18 &4 33 35 36 39 43
29 13 14 15 17 19 a0 344 a7 38 42 45
a0 13 14 15 17 19 96 a7 38 4 44 48
3 14 15 16 18 20 10 39 4 43 46 50

Fonte: ASTM E1685 — 04.



