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RESUMO

A kombucha ¢ um produto fermentado que esta em crescente expansao em relacdo ao seu
consumo ¢ no avango de suas pesquisas devido as alegagdes de seus beneficios correlacionados
a saude, provenientes de seus compostos gerados na fermentagdo. Sendo assim, a seguinte
pesquisa visou corroborar com esses avangos ao elaborar um analogo ao fermentado utilizando
0 jambu (Acmella oleracea) como substrato. Foram desenvolvidas trés formulacdes da bebida
fermentada, em que na primeira etapa, foram monitorados durante 7 dias os valores de pH,
acidez total, solidos soluveis totais, agticares totais e redutores, capacidade antioxidante, além
dos compostos fenodlicos e flavonoides. Apds o produto pronto, foi monitorados os mesmos
parametros da primeira fermentagdo, adicionados de acidez volatil, fixa, densidade, perfil de
compostos fenolicos, analises microbioldgicas e sensoriais. Os produtos elaborados
apresentaram o padrao regulamentado para kombuchas, de acordo com a IN 41 do MAPA, e os
produtos foram microbiologicamente seguros, sendo a formulagdo contendo 75% de jambu a
de maior preferéncia sensorial e potencial de compra. De maneira geral, durante a primeira
etapa da fermentagdo, a formulag¢do contendo 50% de jambu apresentou os melhores resultados
para compostos fenolicos, flavonoides e capacidade antioxidante, sendo necessario novos
estudos mais aprofundados sobre a estabilidade desses compostos para serem disponiveis nos

produtos prontos.

Palavras-Chaves: Kombucha, Jambu , Compostos Bioativos.



ABSTRACT

Kombucha is a fermented product that is increasingly expanding in relation to its consumption
and the advancement of its research due to claims of its correlated health benefits, arising from
its compounds generated in fermentation. Therefore, the following research aimed to
corroborate these advances by developing an analogue to the fermented one using jambu
(Acmella oleracea) as substrate, three formulations of the drink were developed in which in the
first stage the pH values, total acidity were monitored for 7 days, total soluble solids, total and
reducing sugars, antioxidant capacity, in addition to total phenolic compounds and flavonoids.
After the product was ready, the same parameters, as in the first fermentation, were observed
with the addition of volatile and fixed acidity, density, profile of phenolic compounds,
microbiological and sensory analyses. The final products agreed with the regulated standard for
kombuchas (IN 41 — MAPA, Brazil), being microbiologically safe, and the formulation with
75% of jambu addition was the one with the highest sensorial preference as well as purchasing
potential. In general, during the first fermentation, the formulation with 50% of jambu addition
showed the best performance for phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant capacity,
requiring new future stability studies of these compounds to be available in ready-made

products.

Keywords: Kombucha, Jambu, Bioactive Compounds.
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1. CONTEXTO E JUSTIFICAVA

A kombucha ¢ uma bebida fermentada de origem asidtica, cujas caracteristicas
sensoriais e os efeitos benéficos associados a saude vem sendo alvo crescente de investigagdes
ao longo dos anos. A procura por essa bebida fermentada por consumidores desde o comeco de
sua popularizagdo nos anos 90 nos Estados Unidos estimulou o aumento do nimero de
pesquisas sobre a sua caracterizagao e os seus beneficios atingindo estudos in vitro e ensaios in

vivo (Zubaidah et al., 2018).

Esta bebida ¢ elaborada através de processo fermentativo realizado por um consoércio
simbidtico de bactérias e leveduras, utilizando tradicionalmente a infusdo de Camellia sinensis
adicionada de agtcar. Paises como os Estados Unidos e o Brasil tiveram a introdugdo da
kombucha por paises europeus, como Portugal e Holanda, que trouxeram a pratica de seu pais

de origem (China) (Barros & Freitas, 2020).

O consorcio contendo a populagdo microbiana em um mosaico gelatinoso denominado
SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast), ¢ composto por bactérias acéticas,
bactérias laticas e leveduras, e ¢ capaz de metabolizar os agucares contidos nas infusdes. Os
compostos formados durante a fermentacao desempenham propriedades biologicas relevantes,
como por exemplo, as atividades inibitorias de microrganismos patogénicos, antioxidantes e
hipolipidémica (Chakravorty et al., 2016; Dufresne; Farnworth, 2000; Mo, Zhu & Chen, 2008;
Yang et al., 2009).

Tradicionalmente, para a elaboracdo da kombucha devem ser utilizados trés
componentes principais: infusdo de cha verde ou preto, sacarose e SCOBY. Contudo, com o
aumento do consumo e a popularizagdo do produto, surgiu a necessidade de variacdes na
formulacao da bebida, como por exemplo, a saborizacdo das infusdes tradicionais, que se
adaptaram a aceitacdo dos consumidores de diferentes regides, climas, levando em
considera¢do a sazonalidade e a oferta de matérias-primas (Jayabalan et al., 2014).

A inclusdo de novos substratos estudados ¢ de alta relevancia para a bioeconomia local
pois o aumento continuo da disponibilidade e variedade de produtos com caracteristicas
nacionais e acessiveis retornam uma movimentacao efetiva no mercado. Assim, deixa estavel a
oferta de produtos com uma gama de compostos bioativos para serem incorporados na dieta
dos consumidores, promovendo a promoc¢ao da saude (Vitas et al., 2013). Um dos exemplos ¢
a bebida de soja como substrato para a produgdo de kombucha, em que o aumento na

disponibilizagdo de compostos bioativos em relagdo as kombuchas tradicionais amplia os



15

potenciais efeitos beneficios a satide, como a a¢do anti-inflamatoria e a redugdes dos niveis de
colesterol (Abuduaibifu & Tamer, 2019; Xia et al., 2019).

No Brasil, a Amazonia, um dos biomas mais ricos em biodiversidade no planeta,
oferece inumeras possibilidades de vegetais a serem explorados para a obtengao de substrato
para a elaboragcdo de um produto fermentado andlogo a kombucha. Dentre as possibilidades,
podemos destacar o jambu (Acmella oleracea). O uso regional do jambu ¢ bem cultural e
popular na regido Norte do Brasil e est4 relacionada aos apelos gastrondmicos e potencialmente
aos medicinais populares (Moreno et. al, 2012).

Resultados positivos corroboram na elaboragdao de novos produtos com avaliagdo
satisfatoria dos compostos bioativos de jambu, como o uso do extrato do jambu para o aumento
do potencial antioxidante de cervejas com percentual de dlcool (da Silva et al, 2023). Alguns
outros estudos com jambu englobam o estudo anti-hipertensivo e seu desempenho
farmacologico do extrato hidroetanolico (Rodrigues et. al., 2023) e Souza et al. (2019) reportou
o desempenho farmaco em relagdo ao seu potencial anti-inflamatorio.

A area de cosméticos também apresentou aumento na incorporagdo do jambu
recentemente, durante os anos de 2015 a 2020 houve a elaboracdo de 26 patentes, entre os paises
que se destaca estd a China, e entre as aplicacdes de produtos, podemos citar os clareadores,
hidratantes, antienvelhecimento, dentifricio e compilado de férmulas (Batista, Costa & Mota,
2022).

A caracterizacao da bebida com sabores das ervas do cerrado, tropicais € da Amazodnia
como o jambu podem agregar valor a este produto e torna-lo atrativo aos consumidores. De
acordo com as prévias buscas em bases de dados pesquisas, até o presente momento ndo foram
reportados estudos sobre o desenvolvimento de uma bebida fermentada andloga a kombucha
desenvolvida com a infusdo de flores de jambu. Destacamos aqui a importancia da utilizagao
do jambu em substituicdo ou, em mistura com a Camellia sinensis, em kombucha devido a
formag¢ao de novos compostos e aplicacdes bioativas e potencial biotecnolégico.

Portanto, neste trabalho, diferentes formula¢des de uma bebida fermentada analoga a
kombucha foram desenvolvidas utilizando infusdes de flores de jambu como fonte de
compostos bioativos com potencial funcional como os composto fenolicos, que foram
monitorados durante todo o processo de produg¢do da bebida. Além disso, as formulagdes
desenvolvidas foram submetidas a testes afetivos de aceitacdo sensorial, € uma patente de
inven¢do foi depositada com a reivindicagdo do processo de producdo e produto bebida
fermentada a base de inflorescéncias desidratadas de jambu (BR 10 2023 016051 4 — Instituto
Nacional da Propriedade Intelectual - INPI).
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Desenvolver kombuchas e bebidas fermentadas andlogas a kombucha (substitui¢ao
total da Camellia sinensis) utilizando as inflorescéncias de jambu (Acmella oleracea) como

substrato alternativo para a incorporagdo de compostos bioativos na bebida.

2.2.0bjetivos especificos

Os seguintes objetivos especificos foram definidos para atingir o objetivo geral da tese:
- Elaborar bebidas fermentadas com diferentes concentragdes de inflorescéncias de jambu que
atendam caracteristicas de padrao de identidade e qualidade (PIQ) estabelecidos para a
Kombucha;
- Monitorar as caracteristicas fisico-quimicas de todas as formulagdes elaboradas durante a
primeira fermentacao, e das bebidas prontas para o consumo;
- Monitorar os compostos bioativos de todas as formulagdes produzidas no estudo durante a
primeira fermentacao e das bebidas prontas para o consumo;
- Determinar a capacidade antioxidante de todas as formulagdes produzidas durante a primeira
fermentagdo, e das bebidas prontas para o consumo;
- Determinar o tempo e as condi¢des dos processos de fermentacdo mais adequados para a
producao de uma nova bebida fermentada;
- Monitorar as caracteristicas microbiologicas e sensoriais de todas as formulagdes
desenvolvidas prontas para o consumo contendo inflorescéncias de jambu, sendo o comparativo

objeto de estudos futuros.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Caracteristicas gerais da Kombucha

A kombucha ¢ um produto com caracteristicas marcantes e singulares que
consiste em um produto descrito popularmente como pungente, citrico, espumante e
refrescante. Tais caracteristicas sdo adquiridas apds a fermentacdo de uma infusdo
acucarada por um consorcio de leveduras e bactérias, resultando em uma bebida
carbonatada e com sabor acido, muitas vezes descrito como “avinagrado™ (Schroeder,
2019).

A Instru¢do Normativa (IN) N° 41 (Brasil, 2019) regulamenta um Padrao de
Identidade e Qualidade (PIQ) para Kombuchas. O produto ¢ descrito como uma infusao
acucarada ou extrato de Camellia sinensis sendo adicionada de outra erva, ou nao,
produzida pela respiragdo aerdbica e fermentagdo anaerobica de uma cultura simbidtica
de bactérias e leveduras, sendo esses ingredientes obrigatdrios no processamento. Demais
ingredientes sao opcionais.

A regulamentacao da bebida de forma mundial comegou em 2013, por um Guia
de Procedimentos e Analise de Riscos com Boas Praticas de Fabricacdo de kombuchas,
que em seu corpo expressa que ¢ terminantemente proibido a presenca de contaminantes
microbioldgicos, presenca de residuos, contaminantes organicos € inorganicos,
componentes nocivos ou nao permitidos pelos 6rgaos de fiscalizagdo de alimentos, além
de 4cidos volateis sintéticos e exdgenos ndo inerentes ao processo fermentativo (Silva et.
al., 2021).

Ainda segundo a IN N° 41, o pH das kombuchas deve estar no intervalo de 2,5
a 4,2. Para serem consideradas kombuchas alcoolicas, o percentual de etanol deve estar
na faixa entre 0,6% e 8% (v/v), e para serem consideradas nao-alcoolicas, esse percentual
deve estar abaixo de 0,5% (v/v), sendo que o percentual de etanol pode ser alterado de
acordo com o tempo de fermentacdo para cada kombucha. A acidez volatil deve estar na
faixa entre 30 e 130 mEquivalente de NaOH/L, e por fim, por se tratar de uma bebida
carbonatada, a pressdo da bebida envasada deve estar na faixa entre 1,1 e 3,9 atm (Brasil,
2019).

A bebida fermentada pronta para o consumo apresenta um aspecto limpido, e
coloracdo brilhante, devido a alteragdo nos compostos de cor, como alguns compostos

fenolicos e outros pigmentos. As bebidas prontas ainda apresentam um corpo de fundo
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proveniente do SCOBY ou da propria fermentacdo anaerdbia que ainda acontece, o que
pode causar algum estranhamento no consumidor e o que leva as embalagens a pedirem
para ndo realizarem a agitacdo do produto (Barros & Freitas, 2021).

Durante a etapa de fermentacao da kombucha, os aspectos sensoriais da infusao
inoculada alteram-se devido ao consumo dos s6lidos soluveis presentes no processo € na
geracdo de seus metabdlitos. Dependendo dos ingredientes opcionais, ou dos novos
substratos em fermentados tipos kombucha, os consumidores podem associar as
caracteristicas sensoriais ndo tdo afetivas como “algo podre”, “estragado” e “velho”. O
sabor da kombucha pode variar entre uma bebida mais doce e uma mais acida, sendo os
fermentados mais doces os que frequentemente possuem maior aceitagdo sensorial
(Barros & Freitas, 2021).

Recentemente, os avangos com kombuchas podem ser demonstrados através da
inclusao das saborizacdes das infusdes tradicionais, da difusdo, da industrializagdo do
produto, além da sua regulamentagdo. O nimero de elaboragdes de kombuchas que
englobam em sua formulagdo substratos alternativos visando a substituicao da Camellia
sinensis aumentaram, como por exemplo, a erva-mate, a erva-cidreira, bioresiduo de
acerola, seda de milho, bagas de goji, mostarda africana, entre outros (Mendonga, 2020;
Miranda et al., 2022). Tais avancos na esfera de desenvolvimento de novas kombucha
estimularam pesquisas que avaliaram tanto o potencial antimicrobiano da bebida
fermentada em relacdo a patogénicos, quanto o potencial antioxidante e a aceitabilidade

sensorial (Kim; Adhikari, 2020).

1.2. SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast)

Os microrganismos que fazem parte da cultura simbidtica do produto estdo
presentes em todas as partes do sistema fermentativo. Parte dos microrganismos
utilizados na fermentacao da kombucha nao esta fixa no biofilme, uma carga do consoércio
microbiano vem do liquido starter ou “ché de arranque”, e outra parte esta no biofilme.

O SCOBY, uma massa celuldsica tridimensional gelatinosa (zoogleico), ¢
caracterizado como um complexo de populagdes microbianas e alguns dos
microrganismos encontrados comumente sdo do género Gluconobacter, Acetobacter,
Zygosaccharomices, Saccharomyces e Schizosaccharmyces (Laavanya, Shirkole, &

Balasubramanian, 2021).
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Outros microrganismos como os Lactobacillus e Lactococcus também estao
presentes no biofilme e esses microrganismos presentes dependem de varios fatores como
a fonte, o substrato fornecido para a fermentacdo, os metabolitos produzidos durante a
fermentagdo e o clima e a geografia do cultivo (Laavanya, Shirkole, & Balasubramanian,
2021).

Os microrganismos dominantes presentes no SCOBY, e na infusdo inoculada,
quase permanecem os mesmos. Algumas mudangas na comunidade de leveduras sdo
observadas de acordo com o progresso dos dias de fermentagdo, porém a populacdo de
bactérias nao se altera (Chakravorty et al., 2016).

A cepa de Acetobacter xylinum que estd presente principalmente no biofilme
contribui para a formacgdo de celulose, sendo um metabdlito secundario do processo.
Além disso, atua na fixacdo de nitrogénio (De Roos & De Vuyst, 2018).

Ja as cepas de leveduras hidrolisam a sacarose e as convertem em
monossacarideos, como a glicose e a frutose, além disso, esses monossacarideos sao
utilizados pelas bactérias na sintese do biofilme, além de também serem utilizados na
producao de etanol. O uso dos SCOBYS sao facultativos, porém o uso do starter e do
SCOBY em conjunto ¢ importante para evitar um desequilibrio da colonia a longo prazo
(Jayabalan et al., 2014).

O SCOBY possui algumas propriedades como a estrutura basica, o processo de
sua formagao e o objetivo de seu crescimento externo andlogos ao funcionamento de uma
unica cepa bacteriana. Contudo, os géneros bacterianos sdo os Unicos responsaveis pela
producao de celulose para o biofilme (Villarreal-Soto et al., 2018).

O biofilme produzido pelas bactérias ajuda a fixar e proteger as células de
condi¢des bastante desfavordveis, como a radiagdo ultravioleta ou alta pressdo
hidrostatica ou quaisquer outros fatores extrinsecos. Também ajuda na exposi¢do
constante das bactérias a um ambiente aerdbico que ¢ imprescindivel na etapa de
fermentacgao (Ross et al., 1991).

A celulose produzida pela bactéria ¢ composta por microfibrilas 100 vezes
menores se comparadas a celulose vegetal, sendo utilizado como seu substituto sempre
que possivel. Estruturalmente, a celulose bacteriana ¢ mais fina e ndo ramificada quando
comparada a celulose vegetal, e isso contribuiu para varias propriedades, como elevada
area de superficie, aumento da capacidade de absorcao de agua e melhor resisténcia

mecanica no estado imido (Chawla et. al,2009; Gayathry & Gopalaswamy, 2014).
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Outras propriedades comuns a toda celulose proveniente de uma cepa bacterina
como a alta cristalinidade, a biocompatibilidade, a ndo toxicidade, e a alta porosidade as
tornam um material adequado para aplicagdes tecnoldgicas em bioplasticos, bioenergia,
fortificagdao de alimentos e embalagens (Chawla et al., 2009).

Na kombucha, as células viaveis de leveduras e bactérias, quando inoculadas,
geralmente podem aumentar o nimero de suas populacdes em até 14 dias de fermentagao,
e apos esse tempo de fermentagdo, o ntimero de células tende a decair, e mesmo com esse
decréscimo a kombucha apresentara uma elevada carga microbiana. De acordo com a
literatura, as bactérias acéticas desenvolvem-se na parte superior do SCOBY, que ¢ a zona
mais exposta ao oxigénio, enquanto as leveduras desenvolvem-se no fundo (Chen & Liu,
2000).

Os biofilmes possuem forma de cultivo manipuladas de acordo com o uso, suas
dimensdes e espessura, ¢ assumem a forma do recipiente ou biorreator em que se
encontram e o tempo de cultivo, respectivamente. (Chan et al.,2018).

O SCOBY originalmente de coloragdo branca, e ao decorrer das fermentacdes o
disco ¢ percebido em diferentes tons de marrom, dependendo da concentragao de
sacarose, da infusao e do tempo de fermentagao. Esses tons devem-se a reagao de Maillard
que ocorre durante o ciclo fermentativo entre monossacarideos redutores e os grupos
aminoacidos presentes no meio, sendo a cor caracteristica obtida pela celulose formada
(Wang et. al, 2011). As melanoidinas sdo os pigmentos responsaveis pela coloragdo
advinda da reacdo de Maillard, e ndo sdo necessariamente compostos indesejados, ja que
ajudam na intensificacdo de aromas e possuem propriedades antioxidantes (Andriot et al.,

2004; Delgado Andrade & Morales, 2005).

1.3. Tecnologia da produc¢io da kombuchas

A tecnologia do processamento de kombucha tradicional ¢ descrita no

fluxograma a seguir (Figura 1):
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Figura 1: Fluxograma geral para a produ¢ao de kombucha.
Preparo do substrato
Secagem das folhas
Preparo da infusao
Inoculagao
1° Fermentacgao
2° Fermentacao

Acondicionamento

Fonte: Morales et al. (2021), adaptado.

Inicialmente, a agua aquecida (60-100 °C) recebe a sacarose e a(s) erva(s)
escolhida(s). Esse processo de extracdao a quente ¢ a infusdo realizada a fim de obter o
substrato pronto para o inicio da fermentacdo. Ap6s a obtengdo da infusdo, o liquido ¢
arrefecido até temperatura ambiente, adicionado de uma cultura starter, iniciando assim
a inoculacdo da infusdo realizada. Apds essa etapa, a inoculagdo ¢ finaliza com a adi¢do
do SCOBY (Kim & Adhikari, 2020; Greewalt, Steikraus & Ledford, 2000).

Os recipientes utilizados para a fermentag@o das infusdes sdo cobertos de forma
que a primeira fermentacdo ocorra de forma semi-anaerobia. O tempo da primeira
fermentagdo e a temperatura em que ocorre o processo variam de acordo com a
necessidade da cultura simbidtica utilizada e do substrato em questao.

A segunda fermentagdo ¢ realizada de forma anaerdbia, com os recipientes
totalmente fechados, podendo ou nao serem adicionados de ingredientes opcionais para a
saboriza¢dao, como por exemplo, polpa de frutas e frutas como o mamao, abacaxi,
cupuagu, acai, maracuja, entre outros; além de especiarias como a hortela, canela, noz-
moscada, menta, anis-estrelado, pimenta rosa, alecrim e gengibre (Jayabalan et al., 2014;
Dufresne & Farnworth, 2000).

As fermentacdes podem ocorrer em frascos de vidros, dornas, ou em
biorreatores. De acordo com Barros & Freitas (2020), em um levantamento geral em
tecnologias de fermentacdo de kombucha, 60,7% dos estudos utilizam infusdes
produzidas com agua acrescida de sacarose entre 90 °C e 100 °C, e 67,8% dos estudos

utilizaram a glicose como fonte de carbono. Os mesmos autores citam que as condigdes
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controladas sdo bastante heterogéneas, sendo as de maiores ocorréncias: 14 dias de
fermentagdo (28%), e as temperaturas de 25 °C e 28 °C as mais utilizadas para a condugio
do processo fermentativo.

A hidrolise da sacarose em glicose e frutose durante a fermentagdao ¢ uma das
transformagdes mais recorrentes devido ao metabolismo microbiano, € apds a quebra da
sacarose, tem-se a quebra de glicose e a frutose em etanol e gas carbonico.
Adicionalmente, os microrganismos ainda aproveitam o etanol gerado para sua a quebra
em acetaldeido; e por fim, as bactérias também realizam a quebra de acetaldeido a 4cido
acético. Todas essas transformagdes estdo presentes no processo fermentativo, € a
existéncia dessas rotas metabolicas decidem a continuidade ou a inibicdo microbiana

(Saichana et al., 2015).

1.4. Efeitos benéficos a saude associados ao consumo da kombucha

1.4.1. Compostos bioativos presentes na kombucha

Os efeitos benéficos da kombucha derivam, principalmente, de compostos
bioativos presentes na matriz vegetal, a exemplo dos compostos fendlicos, e outros
metabolitos produzidos durante a fermentacao (Watawana et al., 2015). Durante o
processo fermentativo, as condi¢des acidas do processo em meio aquoso induzem a
formacdo de compostos fenolicos mais simples oriundos da quebra de ligagdes de
estruturas mais complexas (Jayabalan et. al., 2008, Bhattacharya et al., 2016; Gamboa-
Gomez et al., 2016).

O monitoramento da cinética de fermentagdo da kombucha é um processo
complexo devido a variedade de microrganismos atuantes e suas interagdes, resultando
na produgdo de varios compostos, entre os quais se destacam: os acidos gluconico,
glucurdnico, lactico, acético, malico, tartdrico, citrico e oxalico. Além disso, hd a
producdo de etanol, diversos aminoacidos, vitaminas hidrossoluveis e enzimas
hidroliticas (Kapp & Sumner, 2019; de Miranda et al., 2022).

O acido ascorbico (vitamina C) € um dos compostos bioativos frequentemente
presentes em kombuchas (Kaewkod, Bovonsombut & Tragoolpua, 2019). Este composto
antioxidante normalmente estd presente nos substratos utilizados para a producdo das
bebidas, tais como as folhas de cha verde, chad preto e outros substratos alternativos

(Malbasa et al., 2011; Vitas et al., 2018). Como um agente redutor eficaz, o acido
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ascorbico apresenta reconhecida propriedade de desativacdo de espécies reativas
oxidantes, a exemplo dos radicais livres (Vitas et al., 2013).

Em relacdo ao contetido de compostos fenodlicos em kombuchas tradicionais, em
estudos foram identificados que o conteudo sofreu alteracdes, em todo o periodo de 18
dias de fermentacao. Os autores desses estudos observaram um aumento no contetudo de
acidos organicos e a degradagdo de isdmeros de epicatequinas. As catequinas sofreram
degradagdo por completo em até 9 dias de fermentacao, e mostraram um aumento a partir
do dia 12 devido a biotransformacao desses compostos por enzimas liberadas pelos
microrganismos que aumentaram a concentragao de isomeros de epicatequina (Jayabalan,
2007; de Miranda et al., 2022).

Estudos conectam o efeito de desativagdo de radicais livres ao conteudo dos
compostos fenolicos. Os flavonoides encontrados nos substratos sdo o0s principais
compostos que possuem essa propriedade. Em alguns estudos com kombuchas
tradicionais, foram identificados 127 compostos fenodlicos, sendo deles 70,2%
flavonoides, 18,3% acidos fendlicos, 8,4 % polifendis, 2,3% lignanas e 0,8% de
estilbenos (Cardoso et al., 2020; de Miranda et al., 2022).

As andlises de kombuchas tradicionais trouxeram para a literatura 103
compostos fendlicos que nunca haviam sido relatados anteriormente, catequinas como
galocatequina  3°-galato/epigalocatequina 3-O  galato, galocatequina isOmero
2/epigalocatequina, catequina 3-O-galato, acido 5-O galoilquinico, quercetina 3-O-
ramnosil-ramnosil glucosideo isdmero 2 e quercetina 3-O-glucosil- ramnosil galactosideo
1sémero 2 sdo as principais classes de compostos fenolicos mais abundantes na literatura
(Cardoso et al., 2020).

Outros resultados relevantes no aumento de compostos bioativos em
comparagdo ao seu contetdo inicial em substratos alternativos foram apontados em ervas
como acamomila (Matricaria chamomilla L.), vinagreira (Hibiscus Sabdariffa L.),
capim-limao (Cymbopogon citratus), hojasén (Flourensia cernua) e erva-mate (llex
paraguariensis), que ajudam a diversificar a variedade desses substratos mesmo nao
havendo um que apresentasse contetido maior em compostos bioativos e potencial
antioxidante comparado a Camellia sinensis. Além disso, diversos trabalhos apontam
atividade antimicrobiana em relagdo a patdogenos, como as kombuchas elaboradas a partir

de malvaviscus como substrato (Silva et. al., 2021; Morales et al. 2021).
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1.4.2. Efeitos biologicos associados ao consumo de kombucha

Os estudos da literatura focados nos potenciais efeitos benéficos a saude
associados ao consumo de kombucha sdao cada vez mais frequentes, e sao estimulados
devido a associagdo com os aspectos relacionados com a prevencao do desenvolvimento
de doengas cronico-degenerativas (Dufresne & Farnwort, 2000; Dutta & Paul, 2019). Em
recente pesquisa, a kombucha foi responsavel por reduzir os valores de hemoglobinas
glicadas, aumentar a insulina do plasma e os niveis de tecido com glicogénio em ratos
diabéticos. A bebida também regulou as atividades enzimaticas inerentes as rotas de
regulagdo da glicose (Srihari,Karthikesan et al., 2013).

Estudos com kombucha atuando como antiproliferativo de células tumorais em
células humanas in vitro também j4 foram realizadas (Cetojevié-Simin et al., 2012). Ainda
foi associado como beneficio ao consumir kombucha, a melhora da funcao hepatica
(Wang et al., 2013), do sistema imunoldgico, das fun¢des gastrointestinais (Kozyrovska
et al.,2012; Watawana, et al., 2015) e das propriedades anti-inflamatorias (Véazquez-
Cabral et al., 2017), além de ajudar na reducao dos niveis de colesterol e da pressdao
arterial (Jayabalan et al., 2016)

Um dos principais potenciais beneficios associados ao consumo da kombucha
pode ser descrito como a atividade antimicrobiana, que ¢ atribuida ao pH 4cido da bebida,
devido a presenga de acidos orgénicos, como o acido acético. Além disso, esta relacionada
também aos compostos fendlicos como as catequinas, que inibem o crescimento de uma
série de microrganismos, a exemplo da Helicobacter pylori, causador de ulceras pépticas,
e Escherichia coli, causadora de diarreia (Watawana et al., 2015).

Um dos acidos organicos produzidos pelo consércio de microrganismos ¢ o
acido glucurdnico. Seus beneficios a satde estdo relacionados ao auxilio na eliminagdo
de impurezas e toxinas prejudiciais a saude, como os compostos provenientes de drogas,
aditivos provenientes de industrializados, corantes alimenticios sintéticos, compostos
provenientes do tabaco, entre outros, que sdo eliminadas no processo de glucuronidagao
(Martinez-Leal, Ponce-Garcia & Escalante-Aburto, 2020).

A glucuronidacdo facilita a solubilidade e o transporte desses compostos
mencionados devido a alteragdo bioquimica das substancias por reagdes as tornando mais
polares, ocorrendo a eliminacdo do corpo de forma eficaz quando a enzima

glucuroniltransferase liga os componentes toxicos ao &cido glucurdnico, sendo
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eliminados apds as demais reagdes (Ayed, Abib & Hamdi, 2017; Martinez-Leal, Ponce-
Garcia & Escalante-Aburto, 2020).

A kombucha tem como caracteristica benéfica o fortalecimento do sistema
imunologico (Kozyrovska et al.,2012), e apesar de apresentar um efeito positivo, atuando
de forma semelhante a um produto com caracteristicas probioticas (Jayabalan et al.,
2014), esta alegacdo ndo pode ser utilizada para fins comerciais, em virtude dessa
propriedade ainda nao ser cientificamente comprovada em estudos com humanos.

Os beneficios para a satde relacionados ao consumo da kombucha comegaram
a surgir assim que as primeiras pesquisas na década de 70 comegaram a ser realizadas, e
sua popularizag@o nos anos 90 alavancaram a venda do produto. O relato de consumidores
frequentes que tem contato com a bebida desde 1998, como nas pesquisas de Ferguson
and Estelle (1998) e de Full Circle Press (1998), além de pesquisadores russos como na
pesquisa de Allen (1998), alegavam a melhoria da saide do cabelo, pele e unhas,
diminuicao de problemas que englobam o sistema nervoso, redugdo de insonia, alivio de
enxaquecas, reducao de célculos renais, decréscimo de problemas menstruais e as ondas
de calor na menopausa, melhoria da visdo, regeneragdo celular, estimulo dos sistemas
glandulares, alivio de bronquite e asma, aumento do metabolismo geral no consumo da
bebida (Dufresne & Farnworth, 2000).

Estudos mais avancados para esses efeitos biologicos foram realizadas e ja estao
disponiveis na literatura. A atividade hipoglicémica foi observada em camundongos em
um tratamento de 3 dias com a ingestdo de 1,71 mL/kg de peso corpdreo. Nesse estudo
foram monitorados o nivel de acticar no sangue, sendo um estudo de interesse para a area
do controle de diabetes, haja vista que seus resultados comprovaram eficacia apos 4 horas
apos a ultima ingestao nos ratos, nesse estudo os niveis de agucar foram controlados apos
1 hora com o tratamento da kombucha (Shenoy, 2000; Jayabalan, 2014).

A redugdo do estresse oxidativo foi outro beneficio comprovado por Sai Ram et
al. (2000) em ratos num periodo de 30 dias com a ingestao de 0,2 mL/200 g, sendo
monitorados pelas atividades da peroxidase, catalase e dos niveis de malonaldeido
(MDA) em plasma e tecidos, e tiveram eficicia nos ratos que receberam o tratamento.

O beneficio de longevidade foi estudado na pesquisa de Hartmann et al. (2000)
por 3 anos em populagdes de camundongos, onde a populagdo tinha livre acesso a
kombucha. De acordo com os autores, os camundongos exibiram comportamentos
significantemente diferentes, apresentando mais apetite, ganho de peso, energia e

longevidade. As atividades de prote¢do contra resfriados e hipoxia foram estudadas e
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atreladas ao consumo de kombucha, por Pauline et al. (2001), em populacdes de ratos por
15 dias em 1,6, 8 e 16 mL kombucha/kg peso corporeo pela populagdo e teve seu estudo
monitorado pelo plasma, sangue (MDA), redu¢do de glutationa (GSH) e contetido fecal.

Outros estudos que testaram o efeito benéfico com as condigdes e
monitoramento especificados em populagdes de camundongos e ratos sdo a atividade
antioxidante contra o chumbo (Dipti et al. 2003), prevencao de perda de peso em pessoas
que portam diabetes (Morshedi et al. (2006), propriedades curativas em tlcera gastrica

(Banerjee et al. 2011), entre outros.

1.5. Substratos alternativos para a producio de kombuchas

1.5.1. Potencial da Amazonia como fonte de substratos alternativos

Tém-se discutido sobre o uso de infusdes alternativas para a fermentacao de
kombucha, e a busca por novos substratos justifica-se por outros beneficios
complementares ligados ao produto. O fermentado contém compostos antioxidantes que
se originaram das folhas desses substratos, € o teor e potencial antioxidante desses
compostos variam de acordo com o tipo de substrato e a eficiéncia da fermentagao
(Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk, 2019).

Estudos recentes descrevem os polifendis como um dos grupos mais frequentes
que apresentam atividade antioxidante na bebida, como as catequinas. A bebida de
kombucha também podem conter vitaminas C, B2, B6 e catalase, que desativam radicais
livres, ou atuam sinergicamente com antioxidantes, como o acido citrico
(Mohammadsshirazi; Kalhor, 2016). Os fitoquimicos existentes na kombucha sdo os
responsaveis pelos aspectos funcionais da bebida, correlacionadas teoricamente com a
prevencao de cancer, aumento da imunidade, alivio de inflamagdes e artrite (Jayabalan et
al., 2014).

A Amazodnia abriga uma das maiores extensdes continuas de florestas tropicais
umidas do globo. Esse bioma ¢ de grande importdncia para a manuten¢do da vida
terrestre, e em sua flora hé a possibilidade de diversos estudos em diversas areas como a
medicina, nutri¢do, economia, entre outras. Estima-se que na regido amazodnica, existam
cerca de 60.000 espécies de plantas, de acordo com o IBAMA (2023), e muitas dessas
plantas ainda possuem propriedades quimicas e medicinais desconhecidas devido a

diversos fatores, como a sua localizacdo, falta de incentivo em pesquisas cientificas,
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pouca inclusdo desses materiais no desenvolvimento de novos produtos e de novos
farmacos (da Silva Port’s, 2011).

Ultimamente, a preocupagdo em conhecer a composi¢do quimica de ervas
medicinais, assim como a de hortaligas tradicionais € ndo-convencionais, tem se tornado
crescente, devido ao potencial benéfico e as suas propriedades unicas que podem ajudar
a combater doengas contraidas pelo homem, e incluir os substratos em desenvolvimento
de novos produtos, farmacos e alimentos, agregando valor a regido amazonica (Barbosa
& Fernandes, 2014; Francga, 2022).

Muitas pessoas ainda recorrem as ervas ou preparados medicinais como recurso
instantaneo terapéutico no tratamento de doengas. Os estudos de interesse nas ervas e
hortalicas da regido amazdnica sdo uma realidade e vém sendo realizados devido a
incorporagdo de compostos bioativos de interesse em alimentos, bebidas e produtos
fitoterapicos (Bhardwaj et al., 2020; Fernandez et al., 2019). Estes elementos podem
auxiliar no metabolismo ou, sendo de suma importancia para o desenvolvimento desses
estudos (da Silva Port’s, 2011; Homma, 2014).

Os estudos sobre os teores de compostos bioativos encontrados em ervas
amazoOnicas possuem um grande potencial a ser explorado devido a gama de espécies
presentes no bioma (Avila-Sosa et al., 2019), como a presenca de fitoquimicos bioativos,
o conteudo de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e a capacidade antioxidante
das infusdes dessas plantas (Lorenzi & Matos, 2008).

Alguns estudos mostraram que os teores de compostos fendlicos variaram de
27 a 721 mg nas seguintes espécies amazonicas; Agira (Chrysobalanus icaco), Agoita-
cavalo (Luehea speciosa), Erva-cidreira (Lippia alba), Graviola (Annona muricata), Jucé
(Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca (Bauhinia forticata), Pariri (Arrabidaea chica) e
Sacaca comum (Croton spp), Matricaria chamomilla, , Echinodorus grandiflorus,
Artemisia absinthium L., Baccharis trimera, Acmella oleracea (Silva Port’s, 2011).

O alto conteudo de compostos fenolicos encontrado em algumas infusdes podem
desempenhar varios mecanismos de agdo que promovem a promog¢ao da saude, como
manuten¢do de atividade hepatica e hipolipidémica (Rodrigues et. al., 2023). Um dos
maiores beneficios ainda se da na avaliagdo da atividade antioxidante, e ervas como o
agiru e juca, por exemplo, atingiram moderada atividade antioxidante (da Silva Port’s,

2011; Scherer & Godoy, 2009).
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1.5.2. Jambu: caracteristicas gerais, compostos bioativos e potencial de aplicagdo no

desenvolvimento de novos produtos alimenticios

A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, mais conhecida como jambu ou agriao do
Pard, ¢ proveniente da regido amazdnica, pertence a familia Asteraceae, bastante
apreciada e difundida no estado do Para. Por se adaptar muito bem as condi¢des de clima
tropical, o jambu tornou-se uma espécie de facil propagacdo no Norte do Brasil, sendo
considerada uma hortalica nativa da regido Amazonica, mas podendo ser encontrada em
outros biomas e paises da América do Sul (Brasil, 2010).

O jambu ¢ considerado uma Planta Alimenticia Nao-convencional (PANC), de
acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), e isso
significa que o jambu faz parte de espécies com caracteristicas mais rusticas, € que nao
fazem parte da rotina alimentar de todo brasileiro, mas que se mostram capazes de
contribuir como uma excelente alternativa nutricional. No Brasil, existem mais de 3 mil
espécies consideradas como PANCs, correspondendo a 10% da flora nacional, apesar de
ser uma planta que ¢ comum e de consumo frequente entre os nortistas, principalmente
os paraenses, sendo tratada como convencional regionalmente. Nas demais regides do
Brasil, o jambu ¢ considerada uma PANC devido a limitagdo de sua distribui¢do, e ¢
produzida tipicamente por pequenos produtores em hortas familiares (Silva, 2015).

O jambu ainda n3o apresenta uma cadeia de producdo completamente bem
estruturada como as outras plantas ou hortali¢as, como a alface, couve, acelga, e repolho,
mas apresenta alta rentabilidade para os estados do norte do pais, € pode ser facilmente
encontrado em feiras livres e supermercados na forma in natura. Além disso, o jambu ja
se encontra disponivel na forma minimamente processada e na forma pré-cozido, pronto
para ser utilizado em preparacdes gastrondmicas, e na forma desidratada, pronto para ser
utilizado em bebidas (Medeiros, 2014; Homma et al., 2014).

O jambu representa uma boa forma de renda para os agricultores familiares da
regido norte, havendo a probabilidade de expansdo de cultivos da planta para atender ao
mercado industrial, sendo que economicamente o jambu pode ter pregco de venda alterado
em func¢ao de diversos fatores, como épocas festivas (Medeiros, 2014; Nascimento,2019).

A planta do jambu atinge altura de aproximadamente 30 a 40 cm, usualmente
cresce em temperaturas de 25 °C, ou superiores. A germinag¢ao da planta ocorre por
plantio de sementes ou estacas, sendo frequentemente usadas as flores para a elaboracao

de bebidas como licores, cachagas e cervejas, no entanto, de acordo com as nossas
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pesquisas da literatura, o jambu ainda ndo foi utilizado para o desenvolvimento de
formulagdes de kombucha ou outro produto andlogo. Como no presente estudo, as flores
em estudos também apresentam maiores teores de compostos fendlicos, e em especial
outra classe de compostos bioativos, como a alquilamida, representada no jambu pelo
espilantol (Homma et al., 2014; Brasil, 2010).

De grande relevancia culinaria para o Norte do Brasil, o jambu ¢ utilizado nos
pratos tipicos regionais como tacacds, vatapas, pizzas, licores e cachagas, e possui um
grande potencial de aplicagcdo no setor alimenticio industrial e de forma medicinal, como
por exemplo, no tratamento de males da boca e da garganta. Estudos in vitro em relagao
ao consumo de jambu relataram a comprovacdo de efeitos como agente gastroprotetor,
inibindo tulceras gastricas (Nascimento et al., 2013), efeito antinociceptivo (Nomura et
al., 2013), efeito neuroprotetivo (Suwanjang et al., 2017), atividade vaso dilatadora e
antioxidante (Wongsawatkul et al., 2008), efeito anestésico (Freitas-Blanco et al., 2016),
acdo diurética (Ratnasooriya et al., 2004), atividade antimalarica (Spelman et al., 2011),
acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana (Gupta; Patel; Ravindra et al., 2012) e agente
estimulante sexual (Sharma et al., 2011).

Fitoquimicamente, o jambu apresenta uma ampla variedade de compostos
bioativos, além de minerais como nitrogénio, fosforo e manganés (Borges, Goto & Lima,
2013). Entre os compostos bioativos, tem-se os compostos fenolicos, incluindo os
flavonoides e taninos, alcaloides, saponinas, e glicosideos esteroides (Abeysiri et al.
2013), carotenoides (Borges et al., 2015), e vitaminas (Brasil, 2010; Montecinos et al.,
2007; Liu et al., 2015).

Nao obstante, o jambu ainda ¢ uma planta que, de acordo a variedade, pode
apresentar maior ou menor teor de pigmentos naturais em sua composi¢do, como as
clorofilas, antocianinas e carotenoides, além de alto teor de alquilamidas, como o
espilantol, que s3o mais encontrados em maior teor nas inflorescéncias
(Borges et al., 2015; Gusmao, 2016; Silva, 2015; Dias et al., 2012; Bagniewskazadworna
et al., 2008).

A planta pode ter a sua composi¢do quimica alterada por fatores como o tipo de
cultivo, as condigdes de plantio e de maturacdo, e ainda convém lembrar que as
composi¢des em cada parte da planta também sofrem alteragdes (folhas, inflorescéncias
e caules), e tal fato € pouco discutido em artigos com a descrigao dos compostos por partes
do jambu (Silva, 2015). Nascimento, (2019) ao quantificar os compostos das

inflorescéncias indicou teores de 1,98 mg equivalente de acido galico (mg EAG/g, base
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seca, b. s.) para compostos fendlicos e 5,91 mg equivalente de rutina (mg ER/g b. s.) para
flavonoides no sistema convencional de cultivo, os teores mudaram para 1,70 mg EAG/g
b. s. para compostos fenolicos e 7,98 mg ER/g b. s., para flavonoides no sistema
hidroponico de cultivo.

As folhas e as inflorescéncias do jambu sdo utilizadas também em outras
finalidades como no tratamento de enfermidades na boca e na garganta, tuberculose,
litiase pulmonar e como estimulante de apetite e a infusdo dessas partes da planta ¢é
utilizada contra anemia, escorbuto, dispepsia € como estimulante da atividade do
estomago (Lorenzi; Matos, 2008).

Nascimento (2019), ainda em relagdo a capacidade antioxidante das flores,
quantificou para as inflorescéncias 14,17 mM equivalente de Trollox (mM ET/g b.s.) no
sistema convencional de cultivo, enquanto o sistema hidroponico mostrou 13,69 mM
ET/g, b. s. Os mesmos autores identificaram 45 compostos como sacarose, xilose,
triptofano, acido neoclorogénico rutina, acido cafeoilmalico, compostos variantes de
quercetina, espilantol, entre outros. Silva (2015) também identificou compostos
bioativos, como os compostos fendlicos (flavonoides) em jambu, identificou um
percentual de 2% de carotenoides, e uma concentragdo de 7,72 g/100 g de acido oxalico,
sendo o acido mais expressivo de seu estudo.

O jambu acaba sendo uma matéria-prima exoética por ter uma pungéncia
caracteristica muito apreciada, que se da pela presenga do espilantol, majoritariamente
nas flores da planta, causando saliva¢do em excesso e sensagao anestésica nos labios e na
parte interna da boca quando ingeridas (Boonen, 2010).

Devido as todas caracteristicas apresentadas e beneficios dado jambu, a
expansdo do uso dessa matéria-prima para outros produtos alimenticios pode e ¢ viavel
como pode ser observada em patentes ja registradas no Brasil pelo INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual), como o licor de jambu e seu processo (BR 10 2013
004315 0 A2), e em outras areas ja ¢ possivel identificar patentes internacionais em que
sdo abordados sua a utilizagao em formulagdes de cosméticos ¢ farmacos (Nascimento,
2019).

O jambu apresenta uma grande diversidade em seu uso e disponibilidade na
industria brasileira, e para a regido norte, a insercdo de produtos que favorecem a
expansao de areas de cultivos de jambu em areas maiores e exclusivas em grandes
propriedades rurais, fomentam a valoriza¢ao do jambu e a atividade econdmica agricola

da regido.



35

A insercdo de produtos utilizando o jambu como matéria-prima na kombucha
potencializa ainda mais a popularidade de bebidas funcionais e a disponibiliza¢do dos
efeitos dos compostos bioativos, que sdo os responsaveis por beneficios a satde.

Dessa forma, o presente estudo propde a elaboracdo de um produto que apresente
caracteristicas singulares, e com muitos efeitos biologicos associados, € que vem sendo
procurado por pessoas que querem a melhoria da qualidade de vida. O produto finalizado
pode atingir um aspecto competitivo ndo sé na regido em que o jambu ¢ amplamente
difundido, mas também em todo o territéorio em que o consumo de kombucha vem se

tornando popular e expandindo o seu publico-alvo de consumo.
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Abstract: Kombucha is a fermented beverage originated in China, being highly consumed in
Eastern countries over the centuries until widespread worldwide. The infusion of Camellia
sinensis leaves is mandatory as substrate to produce kombucha, but infusions of different plants
are expected to increase the opportunity to develop new fermented products with varied
chemical composition and sensory attributes. This review gathers information regarding some
promising alternative substrates to produce kombucha-type beverages, focusing on plants
available in the Amazon biome. Data from literature have been showing a wide range of
alternative substrates in increasing expansion since the selected papers reported 37 new
substrates, which approximately 29,7% are available in the Amazon region, highlighting
acerola cherry residues and lemon balm. Furthermore, herbs with promising bioactive
compounds composition and higher antioxidant and antimicrobial properties than traditional
infusions are usually preferred. This review also brings some gaps in the literature, mainly
regarding the lack of consistent information about chemical composition, sensory aspects,
biological properties and market potential for the fermented beverages produced with
alternative substrates. Therefore, investigations aiming to overcome these gaps may stimulate
the upscale of kombucha-type beverages to reach wide commercialization sectors and
contribute to increase the life quality of the modern consumers.

Keywords: Kombucha; Fermented beverages; Food Technology; Amazonian herbs.

1. Introduction

The traditional production of kombucha is based on the fermentation process promoted by
a consortium of fungi and bacteria called SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeast),
using the infusion Camellia sinensis leaves (black tea and/or green tea) as mandatory substrate.

Generally, to initiate the fermentation, for each 1 L of infusion, 50-150 g of sugar are added
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(being 100 g the most used amount), in addition to 100-200 mL of a starter inoculum composed
from aliquots of any previous kombucha production [1].

The starter inoculum is responsible to lowering the pH value of the new substrate that will
be subjected to the fermentation process, which will inhibit possible contaminations by
undesirable microorganisms. After the inoculation of starter culture in the Camellia sinensis
substrate, inoculation with SCOBY is proceeded, and fermentation takes place in sterilized
glass jars or stainless steel covered with porous fabrics permeable to oxygen, which prevent the
entry of insects or other physical contaminants [1].

The fermentation step is usually carried out from 7 to 10 days, at temperatures varying
from 18-30 °C, and after this step, the SCOBY is removed, and the fermented liquid is
transferred to glass or plastic bottles, followed by an optional step of adding flavor. Generally,
kombuchas with long fermentation time result in beverages with high acidity, as well as those
with high amount of inoculum will decrease pH to below 4.2, being desired to keep safe its
ingestion. Some optional ingredients can be further added to kombucha to impart distinct
flavors, such as whole fruits, fruit pulp, spices, among others, and consumed refrigerated after
24-96 hours the flavor addition [2, 3]. From information collected in studies with consumers of
this type of food products, kombucha is expected to be sold bottled in glass, under refrigeration,
flavored and not pasteurized [3].

Traditional kombucha is a good source of bioactive compounds, and the claimed health
benefits associated to its consumption are associated to the presence of phenolic compounds
from Camellia sinensis, and organic acids, mainly glucuronic acid, formed during fermentation.
The frequent consumption of kombucha was reported to decrease the risk of the development
of cardiovascular diseases, inhibit LDL oxidation, regulate cholesterol metabolism, and prevent
high blood pressure [4, 5]. D-Glucuronic acid, for example, plays a role in xenobiotic liver
detoxification and endobiotic elimination, enhancing liver functions [6]. Importantly, the
number of bioactive compounds in these types of fermented beverages will vary according to
the scale of production and proportion of ingredients in the formulation, such as dried herbs,
sugar, water, and possible adverse effects on human health must be systematically investigated
[7].

Concerning adverse effects, Jayabalan et al. [8] reviewed cases of toxicity in the literature
associated to kombucha and reported nausea, dizziness and other severe symptoms, lead
poisoning (from specific recipients), gastrointestinal toxicity, contamination with Bacillus
anthracis due to poor hygienic conditions, and worsening health conditions in HIV-positive

people. These same authors also reported side effects such as allergies, vomiting, headache and
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neck pain due to kombucha consumption. These and other few cases led the FDA (Food and
Drug Administration) carry out safety tests on kombucha, and the agency certified that it is not
toxic, and the side effects related to excessive consumption are isolated events, being only
contraindicated for pregnant and breastfeeding women [8].

Regarding the beneficial biological properties, kombucha was reported to reduce
glycosylated hemoglobins, increase plasma insulin and tissue glycogen levels in diabetic rats,
and the beverage also regulated the enzymatic activities inherent in glucose regulation routes
[9]. Another study showed that kombucha prepared with lemon balm was not genotoxic and
presented antigenotoxic effects, in addition to affected cell growth of HeLa, MCF7, and HT-29
human tumor cell lines, but none affected cell growth by 50% inhibition [10]. The benefits of
consuming kombucha include improving liver function [11], the immune system,
gastrointestinal functions [12; 13] and anti-inflammatory properties [14], in addition to reduce
cholesterol levels and blood pressure [15]. Kombucha is claimed to strengthening the immune
system [12], acting similarly to probiotic products [8], but this association cannot be used for
commercial purposes, as this property was not yet scientifically proven in human trials. One of
the main biological properties associated to kombucha is the antimicrobial activity, which is
attributed to its acidic pH, due to the presence of organic acids, such as acetic acid, and phenolic
compounds such as catechins that inhibit the growth of a series Gram-positive and Gram-
negative bacteria [10, 13].

Historically, the health benefits associated to the consumption of kombucha appeared with
first researches in the 70s, and its popularization in the 90s boosted the sale. Reports from
frequent consumers who have had contact with kombucha since 1998 claimed improved hair,
skin and nails health, reduction of insomnia, relief of migraines, reduction of kidney stones,
reduction of menstrual discomforts and hot flashes during menopause, improvement of vision,
relief of bronchitis and asthma, and increase in general metabolism [5,16,17,18].

As stated before, the beneficial effects of kombucha are attributed to the intake of bioactive
compounds from the plant matrix, such as phenolic compounds, and other metabolites produced
during fermentation [13]. Several phenolic compounds were already identified in kombucha
and the most abundant ones in the literature are catechins such as gallocatechin 3-O-
gallate/epigallocatechin 3-O gallate, gallocatechin isomer/epigallocatechin, catechin, 5-O
galloylquinic acid, but also quercetin derivatives, such as quercetin 3- O-rhamnosyl-rhamnosyl
glucoside and quercetin 3-O-glucosyl-rhamnosyl galactoside [19]. These compounds can be
found in Camellia sinensis leaves, and the use of alternative substrates to produce kombucha-

type beverages, for instance chamomile, hibiscus, lemongrass, American tarwort and
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malvaviscus positively contributed to add high contents of bioactive compounds, high
antioxidant and antimicrobial properties [20,21].

The Amazon is home to one of the largest continuous extensions of tropical rainforests in
the world. This biome is of great importance for the maintenance of terrestrial life, and its flora
offers the possibility of various studies in different areas such as medicine, nutrition, economics,
among others. It is estimated that in the Amazon region, there are around 60,000 species of
plants, according to IBAMA (2023), and many of these plants still have unknown chemical and
medicinal properties due to several factors, such as their location, lack of incentive in scientific
research, little inclusion of these materials in the development of new products and new drugs
[22]

Lately, the concern to know the chemical composition of medicinal herbs, as well as that
of traditional and non-conventional vegetables, has become increasing, due to the beneficial
potential and their unique properties that can help combat diseases contracted by man, and
include the substrates in the development of new products, drugs and foods, adding value to the
Amazon region[23]

Many people still turn to herbs or medicinal preparations as an instant therapeutic resource
to treat illnesses. Studies of interest in herbs and vegetables from the Amazon region are a
reality and have been carried out due to the incorporation of bioactive compounds of interest in
foods, beverages and herbal products [24, 25]. These elements can assist in metabolism or,
being of paramount importance for the development of these studies [22;26].

Studies on the levels of bioactive compounds found in Amazonian herbs have great
potential to be explored due to the range of species present in the biome [27], such as the
presence of bioactive phytochemicals, the content of phenolic compounds total, total flavonoids
and the antioxidant capacity of infusions of these plants [28]. Some studies have shown that the
levels of phenolic compounds ranged from 1.7 to 83.22 mg/ gallic in the following Amazonian
species; Agiru (Chrysobalanus icaco), Agoita-cavalo (Luehea speciosa), Capim-santo (Lippia
alba), Graviola (Annona muricata), Jucd (Caesalpinia ferrea), Pata-de-vaca (Bauhinia
forticata), Pariri (Arrabidaea chica) and Common sacaca (Croton spp), Matricaria
chamomilla, Echinodorus grandiflorus, Artemisia absinthium L., Baccharis trimera, Acmella
oleracea [22, 29, 30, 31 ,32 ,33].

The high content of phenolic compounds found in some infusions can play several
mechanisms of action that promote health promotion, such as maintaining hepatic and

hypolipidemic activity [34]. One of the greatest benefits still occurs in the evaluation of
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antioxidant activity, and herbs such as agiu and jucd, for example, achieved moderate
antioxidant activity [22; 35].

Therefore, not only the flavor, but the chemical composition and biological potential of
kombucha are supposed to change according to the type of substrate, species of microorganism,
fermentation conditions, and flavor addition. Thus, alternative substrates would expand the
visibility of kombucha and kombucha-type beverages, stimulating researches and food
technology development of fermented drinks, in addition to add potential health benefits and

increasing product's annual economic growth rate.

2. Kombucha Popularization and Commercialization

Since ancient times, kombucha has been mentioned, whether as a detoxifier in China in
220 BC, or as a cure for digestive problems in Korea and Japan in 440 BC, or as a medicinal
treatment in Russia in the 1800s AC [5; 8]. However, only in recent years the visibility of
researches, development and sales of kombucha had been receiving attention from scientific
community due to the popularization of non-commercial sharing of the consortium of
microorganisms responsible for the fermentation (SCOBY).

The industrialization of kombucha began in the 90s in California (USA) and soon after the
recognition of the beverage, several companies began to establish themselves in the market
until the legislation regulated the production of the drink in in 2014. After gaining popularity
in the 90s, kombucha production reached a level of raising about 1.8 billion dollars on the world
market and 1.67 billion dollars in 2019, with annual growth rate of 23% in market share (2014
to 2018), and this number does not include companies that are not legally registered [2, 36].
The United States and Canada are the countries with the highest number of companies that
produce kombucha, but other countries also have high number of companies such as Mexico,
Spain, and Australia [2].

In Brazil, kombucha legislation was established in 2019 and its popularization began with
the Zanlorezi family, they started putting kombuchas on shelves in the second half of 2018 with
Campo Largo brand, Zanlorezi observed 5% drop in the soft drinks market and kombucha arises
as a healthy alternative [37]. In Brazil, Companhia dos Fermentados and K. Probioticos
Artesanais can be mentioned as pioneers in the production of kombucha, starting as artisanal
product until reaching the industrial scale [37, 38]. According to the Brazilian Kombucha
Association, about 40 companies contribute with an average production of 2 to 5 thousand
bottles per month, generating around 20 million reais (~ 100 million dollars) in sales in 2018

[3, 39, 40].
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The global increase in demand for alternative and healthier food products has been
increasing the number of individuals who make and consume Kombucha, as well as the creation
of small companies that carry out production on semi-industrial scales. The continuation of this
chain stimulates the creation of larger companies with production at industrial levels, making
it easier to find kombucha in natural food chains and supermarkets [2]. Thus, frequent concerns
from consumers for health contributed greatly to kombucha advancing in the food market since
functional and medicinal drinks create opportunities for the industry's economy. The future of
these type of food products will be determined by their effectiveness in promoting health, new

marketing strategies, and effective strategies to improve their sensory characteristics [41].

3. Strategies Adopted for Gathering Information in the Available Literature

This integrative review was elaborated based on scientific researches available in the
literature containing published data related to the interested topic. The steps followed to
construct this review were: recognition of the interested topic, formulation of the research
question, data collection, categorization of studies, analysis and interpretation, presentation of
results and conclusion [42, 43]. The PICO strategy [44] was used to guide our research: the
defined population was researchers and producers of kombucha and its fermentation methods
(P); the variable of interest was defined as alternative substrates for Kombucha-type fermented
products (I), and the context was the elaboration of new fermented products for human
consumption (CO). Furthermore, the question that guided this research was: “What are the new
alternative substrates and their elaboration technologies for developing new Kombucha-type
fermented foods for human consumption?”

The literature search in the scientific databases was carried out using the term “kombucha
tea” combined with ‘“substrates” and “based” terms, which showed 13,008 results in the
following databases: Google Scholar (10,320), Scopus (1,490), ScienceDirect (Elsevier)
(1,132), and PubMed (66). The inclusion criteria were original peer reviewed articles, theses,
dissertations, abstracts and works published between 2003 and 2023, in English, Spanish or
Portuguese, which were made available in full text and that addressed the use of alternative
substrates to Camellia sinensis for the development of new kombucha-type fermented drinks
and their production technologies. The relevant items used for data collection and analysis were
publication title, author(s), objectives, year of publication, journal, type of substrate,
methodologies, and bioactive potential. At the end of the eligibility process, data collection was

carried out through the selection of works by agreeing with the objective of the review.
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In the pre-analysis, the selected articles were studied, and the results were processed,
interpreted, organized, and according to the main elements, the questioning categories were
identified. In stage II (analysis), the coding, classification, and aggregation of the data found
were carried out. Finally, the search strategies used in the databases to obtain the results

included in this review can be seen in the Prisma Methodological Process Flowchart (Figure 1).

e Identification
Filtration

e Selection

e Eligibility

Result Combination
eInclusion
Generalities

Figure 1: Prisma Methodological Process Flowchart Source: [45, adapted]

4. Results and Discussion

After applying our strategies for gathering information available in the literature, 13,009
primary studies were identified in the scientific databases. The search strategies used after
Identification to exclude papers were Selection, Eligibility, and Inclusion, being 3,748 works
excluded for not meeting the inclusion criteria, 1,981 due to repetition of information, 7,247
articles were excluded in the analysis stage and eligibility, and finally, 8 articles were excluded
in the last stage of inclusion. These steps were carried out according to the recommendations
made by the Prisma group (Main Items for Reporting Systematic Reviews and Meta-Analyses),
which is characterized by a checklist of data collection items and a four-phase article selection
flow diagram [46], as shown in Figure 1.

From crossing the descriptors in the databases, 36 works were selected for full reading,
and, in the final stage, 29 answered the guiding question that highlighted 37 alternative
substrates for the discussion of this review. Table 1 was prepared presenting the particularities
described according to the alternative substrate, preparation methodology, and main results.
Moreover, special focus was directed to the plants available in the Amazon region that may

show sensorial acceptance and market potential to be inserted into manufacturing lines.
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Table 1. Alternative substrates as replacements of Camellia sinensis infusions to produce

kombucha-type beverages, fermentation conditions and main results.

From the selected publications, the following information can be inferred: 67.8% of them
use sucrose as the carbon/energy source, with other sources being fructose, glucose, and lactose;
and 60.7% prepared infusions at temperature ranging from 90 °C to 100 °C, which allowed the
extraction of hydrophilic bioactive components, mainly phenolic compounds, to compose the
alternative substrates. The other studies did not specify or applied heating for the infusion
preparation. Concerning the fermentation step, we observed that the controlled conditions were
quite heterogeneous among the selected literature, with the highest occurrence found for the
14-day fermentation time, appearing in approximately 28% of the studies. In addition, the
temperatures at 25 °C and 28 °C were the most used to carry out the fermentation processes.
Furthermore, a very high percentage of the selected works (96%) did not carry out or state if a
second fermentation step was performed, being the production of the kombucha-type products
described only by one fermentation step with controlled temperature and time conditions.

As can be seen in Table 1, 37 alternative substrates were shown. In Brazil, Hibiscus

sabdariffa L. flowers are widely available in the Amazon region, with its widespread use within
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Raw material Infusion/preparation Fermentation Main results Reference
Sensory-accepted drink
with characteristics of the
1! fermentation: .
Dehydrated flowers raw material present,
14 days at 25 °C. o
(1%, w/v) and acidity lower than expected
commercial sucrose and presence of
Hibiscus . 2" fermentation: o
(8%, w/v), in water at ) anthocyanins in the final
(Hibiscus After 1% fermentation, [47,48]
100 °C. SCOBY (10%, product.
sabdariffa L.) SCOBY was removed
w/v) was added to the
and the fermented
filtered and cooled . kombucha-type product
o infusion was kept for o o
infusion (25 °C). with higher antioxidant
12 days at 25 °C. ' .
potential than traditional
ones.
All kombucha-types
‘ . prepared with goji berry
Infusion prepared with
Red and Black . showed higher antioxidant
. 1% Black Goji berry or ' -
Goji Berry ' ' capacity than traditional
1% Red Goj berry in [49]
Lycium 2 days at 28 °C. infusions, being black goji
water at 98 °C/15 min, ‘
barbarum and - berry the substrate with the
before addition of 6% ‘ '
L. ruthenicum highest phenolic
sucrose
compounds contents and
antioxidant capacity.
Fermented drink with high
antioxidant potential
associated to the presence
o o of phenolic compounds
Grape juice Grape juice (25%) + ) ]
12 days at 30 °C ~ generated by the microbial
(Vitis vinifera 3% of SCOBY + 10% . o [50]
action on grape juice.
L.) of Starter

Antimicrobial activity
against Gram positive and
Gram negative pathogenic

bacteria was observed.

the states of Maranhdao, Amazonas, Acre, Roraima, Ronddnia, and its use in cooking is quite

popular, It has stood out for its antioxidant compounds such as vitamin C, anthocyanins,
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1, 3 and 5% acerola
byproduct (dry basis) +
35 g/L glucose and 35
g/L fructose + 10%

Increased phenolic and

vitamin C content in the

Starter
Acerola cherry product. The content of
(Malpiguia bioactive compounds
12,36 and 60 g of '
emarginata) ‘ 15 days at 30 °C.  accelerated the metabolism
dried acerola by- . .
byproduct (pulp of microorganisms, [51,52]
product + 600 mL of . .
from 21 days at 30 °C. increasing substrate
distilled water,
clarification consumption and the
extraction at 50 °C, 150 '
process.) production of ethanol,
rpm/4h
acetic acid and bacterial
207 mL of extract +
cellulose.
198 mL of Sucrose +
18g of SCOBY +
45mL of Starter
The study had
. kombuchas prepared ) o
Fermented drinks It showed high antioxidant
‘ _ under 3 fermentation o .
produced with milk activity during storage.
times
‘ with 2.0% fat and 10%
Milk . 1 -37°C—-13hand 40 [53]
inoculum, at 37 °C and . Good sensory acceptance
min;
42 °C, up to a pH of for appearance, flavor and
2—-42°C-8hand
4.6. overall impression
15min.
3 —42 °C for 14 days
Increased antioxidant
8 g/L at 95 °C for 10 activity in relation to its
Rooibos ‘ o ‘
minutes + 80 g/L of ' initial capacity before
(Aspalathus 27 °C por 14 dias ' [54]
sucrose and 30 g of fermentation, and
linearis)

SCOBY

traditional infusions.

flavonoids, phenolic acids, beta-carotene, among others, which have been attributed many of

its health benefits [48].
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Decrease in the content of
total phenolic compounds

in the product

70 g of sucrose in 1 L

Production of a drink with
antioxidant properties

(action of rosmaric acid)

Lemonbalm of boiling water + 5
and antimicrobial
(Melissa g/L of Lemon balm+ 28 °C for 7 days . . [55]
properties (Gram positive
officinalis) 100 g/L of SCOBY + ' .
and negative bacteria)
0.33 L of inoculum ‘ -
superior to traditional
infusions
Mint
(Mentha
piperita)
Thyme
(Thymus
vulgaris) 10 g of dry herb + 20
& s y . s High performance of
of sucrose in 1 L of
catechins in microbial
Lucia Lima boiled water, infused
' inhibition in Gram-Positive
(Lippia for 15 minutes. 21 days at room . .
‘ and Gram-negative bacteria  [56]
citriodora) After filtration, 250  temperature (25 °C)
and in strains of Candida,
mL of the filtrate is
' except C. Crusei for all
Rosemary added with 10 g/L of
analogues prepared
(Rosmarinus SCOBY
officinalis)
Fennel
(Foeniculum
vulgare)

Acerola cherry (Malpiguia emarginata) is a tropical fruit with high potential to be used as

substrate that is also widespread in the Amazonia biome, being mainly used to produce artisanal
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77 g of sucrose + 1100 o
Increased antioxidant
mL of water and o ‘
activity and total phenolic

African heated at 90 °C + 10.5
compounds.
Mustard g of leaves for 15
. 25° C for 14 days [57]
(Brassica minutes. ] ]
Decrease in xanthine
tournefortii)

oxidase activity and
In 350 mL, 7g of

cytotoxic action of leaves
SCOOBY was added

400 g of snake fruits
were crushed in water
in a ratio of 1:1 (m/m) Increased antioxidant
Snake fruit and after filtering they activity, total phenolics,
(Salacca were sweetened in a 14 days at room total flavonoids and total (58]
zalacca Gaerth. ratio of 1:10 (m/v), temperature tannins in relation to their
Voss) after pasteurization the initial content and
juice was inoculated traditional kombuchas
with starter in a ratio of
1: 10 (m/m)
Increased antioxidant
activity and CFT
Pear/Prickly
300 mL of Pear Cactus o .
Pear Cactus o It showed antimicrobial
) Juice + 3% SCOBY + 12 days at 30 °C o ) [59]
Juice (Opuntia activity against Gram-
10% Starter ) ) )
ficus indica) negative pathogenic strains
such as E.coli and Bacillus
cereus
Identification of acetic
bacteria
70 g/L sucrose +20 g
Whey/Cheese (Gluconoacetobacter
SCOBY + 250 mL 32° C for 4 days ) ) [60]
Whey xylinus) and fungi

cheese whey/milk o
(Saccharomyces cerevisiae

and Brettanomyces
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Bruxelensis,), changes in
the structure/surface of the

colony due to the substrate.

1.5 of water + 120 g of
Zijuan sucrose + 9 g of herb

(Camellia infused at 90 °C for 10

sinensis var. minutes
kitamura) Inoculated with 5%
starter

28 °C for 14 days

Zijuan Kombucha
presented greater sensorial
acceptance than traditional

ones, as well as having
greater antioxidant power
due to the presence of
catechins and higher
concentration of volatile

compounds.

[61]

5% starter with 10 days

Formation of isoflavone

aglycone by hydrolysis,

Soy drink o 28 °C for 4 days increase in phenolic
of cultivation in 1000 o [62]
(Glycine max.) . 37°C for 3 days  compounds and vitamin C,
mL of soy drink
increasing antioxidant
potential.
6 days of fermentation are
1:10 (inoculum:soy
. the best conditions for
drink, v/v)
elaboration, with excellent
For every 100 mL used o .
Soy Whey antioxidant potential and
in the inoculum, 0.39 28 °C for 8 days o ‘ o [63]
(Glycine max.) antimicrobial activity due
of crude fat, 0.71 g of
' to the content of aglycone
protein and 0.39 of ash .
) isoflavones and other
were obtained. )
volatile compounds.
1g of coffee added to High antioxidant potential,
Coffee . .
every 100 mL of water increase in a-amylase
(Coffea 7 days at 24 °C o . . [13]
+ 10% sucrose + 3% inhibitory activity during
arabica) ‘
starter + SCOBY the fermentative process
Garlic and 150 g +300 mL of red Gallic acid increases as the
Vinegar (Allium grape vinegar and left 21 days at 37 °C fermentation process [64]

sativum) for 1 month.

progresses, resulting in an
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10 g of extract + 20 g increase in antioxidant
of sucrose in 1 L and potential.
boiled for 5 minutes Decreased antimicrobial
and cooled for 15 activity (gram-positive
minutes, after which bacteria) of garlic extracts
the SCOBY was added is achieved after
fermentation.

Drinks with 1% yerba mate
at 20°C) and 1% yerba
mate at 30°C showed a
higher concentration of

phenolic compounds and,

consequently, greater

Erlenmeyer flask (500 antioxidant activity.
mL) was added to 270
mL of the culture They showed antibacterial
medium prepared at activity, being effective in
Mate herb (Illex o
the yerba mate 20 °C for 12 days inhibiting the growth of [65]
paraguasiensis) ) )
concentration strains of Staphylococcus
established for each aureus and Escherichia coli,
test + 5% sucrose + 30 as well as inhibiting
mL of starter oxidative stress in vivo
using the microorganism
Saccharomyces cerevisiae,
being able to increase the
survival rate of yeast
against H2O: as stressor
agent.
Savory 1 L of boiling water + These herbs were able to
(Satureja Herbs (3 g for produce a greater metabolic
. 0,3,7and 10 daysof =~ -
montana) elderberries, the others activity than the traditional ~ [66]
' fermentation at 25 °C '
were prepared with substrate when analyzing
Nettle 2.26 g) +70 g of the production of organic
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(Urtica dioica)

Serpilho
(Thymus
serpyllum)

Elderberry

(Sambucus

nigra)

Pepper mint

sucrose, in a 600 mL
bottle the substrate
+10% SCOBY were
added

compounds, the herbs
showed superior oxidizing
power; Peppermint and
traditional .

Green Tea and Serpilho
were the largest that
eliminated the DPPH

radical. Savory was the

greatest that eliminated the
hydroxyl radical. In

activities against

(Mentha hypertension, all of them
piperita) have excellent
performance, especially
Marmelo elderberry and nettle.
(Cydonia
oblonga)
. Infusions (0.5%, w/v), A good fermented product
Malvaviscus
+ sucrose (5.0%, w/v) was produced that showed
(Malvaviscus 2442 °C for 14 days o [20]
+ SCOBY (2.5%, w/v) excellent anti-oxidative
arboreus)
+ 1.0% (v/v) starter potential.
5 g of corn silk + 100
Production of a drink
mL of boiling water at
within the standards for a
‘ 100°C for 15 minutes.
Corn Silk 28 °C for 7 days  fermented Kombucha type [67]
500mL of the filtrate +
‘ with a tendency to have
100g granulated white
good sensory performance
sugar + 30% of starter
10% dry papaya 2 microorganisms were
Papaya
leaves/fruit + 10% identified in the study and
(Carica 37 °C for 4 days . . [68]
sugar + 20% starter, these microorganisms are
papaya)

leaving 60% for water.

pathogen inhibitors

juices, sweets, and jellies. Acerola cherry is considered a “superfruit” due to its vitamin C and

polyphenol content. These compounds have been associated with some biological activities
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Several bioactive
compounds were identified,
such as total phenolic

50 g of sugar diluted in compounds and flavonoids,

Porphrya '
1000 mL of water + even though it presents
dentata 25 °C for 14 days o o [69]
water extract (60 mL) lower antioxidant activity
(Waterplant) .
+ 24 g of SCOBY than traditional
Kombuchas, there is a
facilitated production of
organic compounds
Qualification of several
‘ bioactive compounds
. 10 g of herbs infused + o
Mexican oak (organic acids, alcohols,
1000 mL of water for
(Quercus ‘ 7,9,10 and 11 days at  fatty acids, and phenolic
10 minutes + 7 and 10 ‘ [70]
resinosa) 25°Cand 35 °C compounds), the phenolic
% sucrose + 2.5% and o
content is diverse such as
5% starter ) ) )
catechins, epicatechins and
benzoic acid
Several bioactive
compounds were identified
Chrysanthemu in the work that give
ms, unique characteristics to
Honeysuckle each herb, such as alcohols,
1000 mL of boiling '
(Chrysanthemu esters, acids, aldehydes,

m morifolium
and (Lonicera
japonica) and
fresh mint
(Mentha

spicata)

water for 10 g of herbs

25 °C for 6 and 12 ketones, and others. The

and 50 g of sucrose +

days of fermentation = work sensory showed a

100 mL of inoculum +

preference for work herbs
SCOBY

than traditional infusions,
which may be related to

isovaleric acid. Mint-based

kombucha received greater

approval, being described

[71]
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as the sweetest and most

refreshing

Kombucha produced by
fermentation in subcritical

aqueous extracts showed

1.13 and 2.26 g of greater antioxidant activity,
Yarrow/Carpent herbs + 500 mL of but lower antimicrobial and
ers' Weed boiling water for 15 antiproliferative activity
. 25 °C for 7 days [72]
(Achilea minutes and 35 g of compared to products
millefolium) sucrose + 10% of the obtained from infusions.
inoculum + SCOBY Kombucha drinks produced
from subcritical aqueous
extracts of yarrow had the
highest sensory score.
1,6 g of dry herb + 500
Mastruz mL of water + 50 g of The product was accepted
(Chenopodium  sucrose + 50 mL of . in sensorial tests, in drying
. 28°C for 7 days in first
ambroisoides  starter after cooling + . methods was observed a
fermentation process + .
L.) added of 5% (m/v) of SCOBY higher growing of SCOBYs  [73]
2 days in the second
cupuagu pulp ‘ mass and less
. fermentation process S
(Theobroma Second fermentation contamination in kiln route
gradiflorum) was added cupuacu than freeze dryer
pulp

related to the reduction of oxidative stress. Just like acerola cherry, by-products from the fruit

processing industry also contain a large amount of bioactive compounds, which are quantified

by analyzes of the content of phenolic compounds, antioxidant activity and vitamin C by several

authors.

Lemon balm (Melissa officinalis) is a plant native to south-central Europe, the

Mediterranean Basin, Iran, and Central Asia, but now naturalized elsewhere, whose infusion is

widely used in the Amazon region for various purposes, for example by women in labor. The

main phenolic compounds quantified for Lemon balm were gallic acid, catequins,

epicathequins, rutins and coumaric acid[55].

65



66

Malvaviscus (Malvaviscus arboreus) and mint (Mentha piperita) also have their infusions
used within Amazonian communities, but they are less popular than lemon balm. Malvaviscus
flowers have a percentage of 43% of your compounds being anthocyanins, which are
responsible for the characteristic color and for the antioxidant activity of this kombucha, other
bioactive compounds are protocathequin acid, ferulic acid, synapinic acid, myricetin and
quercentin[20].

Rosemary (Rosmarinus officinalis) and fennel (Foeniculum vulgare) are herbs used in the
Amazonian community for fevers, dyspepsia, cardiac weakness, hipsterism and nervousness.
Nettle (Urtica dioica) is used to maintain the circulatory system, being antibacterial and diuretic
depurative. Peppermint is also used in the region as an antispasmodic and used extensively in
products due to the menthol and tripertene derivatives[56,66].

Papaya fruit (Carica papaya) has been target of researches in the Amazon region, initiated
by the Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA - Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria in Portuguese), which aims to adapt the technological, production,
nutritional and sensorial quality of Brazilian fruits to the international scenario, increasing
competitiveness of Brazil abroad [68]. Chenopodium ambrosioides L is also planted and
harvested in the Amazon region and is popularly known for its anthelmintic action and for flu
treatments, studies report on the biological activities for this species, such as antitumor,
antipyretic and analgesic, antifungal, anthelmintic and leishmanicidal [73].

Therefore, among all the alternative substrates listed in Table 1, approximately 27% are
easily found in the Amazonia and they were used successfully to produce kombucha-type
products even though they are not native from this biome.

Considering all the phytochemical differences among the potential alternative plants to
produce kombucha-type products, not every substrate will present the same composition,
biological potential or sensory characteristics after subjected through fermentation. For
instance, depending on the bioactive compounds composition, one substrate may exhibit higher
microbial activity than antioxidant capacity and vice-versa, while another one may show
hypolipidemic or glycemic properties. Thus, all the potential health benefits observed for each
new substrate do not exclude the results obtained from the others, reiterating the need to develop
systematic studies on alternative substrates, including the sensory acceptance by kombucha
consumers.

Regarding studies related to the potential health benefits of kombucha-type products in the
selected articles, we observed that 21 papers reported the antioxidant capacity determination ,

and most of them (78%) were carried out by scavenging the DPPH radical, which is a synthetic
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and stable free radical not existing in the physiological system. Other antioxidant capacity
assays commonly used by the scientific community seem to be scarce, such as the scavenging
capacity against ABTS radical, which is another synthetic and stable free radical not found in
the physiological system. Mendonga et al. [74] pointed out 15 articles reporting antioxidant
capacity results as the main approach among 18 articles, and 7 presented antimicrobial assays.
However, to the best of our knowledge, the evaluation of the antioxidant potential of kombucha
or kombucha-type drinks concerning the scavenging capacity against reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS) of physiological and food relevance was not yet
reported in the literature. This fact suggests the need for more in-depth systematic studies to
increase understanding about the antioxidant potential of this type of fermented food.

To confirm not only the effects of traditional kombuchas, but also those of analogues that
contain alternative substrates in their composition, existing in vitro and in vivo studies have
been growing increasingly [75]. By 2020, approximately 98 clinical evidences of these studies
were quantified, in which biological activities were analyzed in experimental tests to check the
allegation efficiency.

Antioxidant assays were presented in approximately 6 in vivo and 3 in vitro assays;
immuno-modulatory activities were presented in approximately 4 in vitro assays; antitumor
drugs were presented in 8 clinical evidence studies; hypolipidemic activities were presented in
4 in vivo trials; hypertension control activities were presented in a clinical trial with humans;
activities related to glycemia were reported in approximately 3 in vivo and 6 in vitro studies;
antimicrobial trials were in 2 in vivo studies; and neuroprotective activities were reported in 2
in vivo assays and 2 in vitro assays[75].

Based on the studies with clinical evidences quantified by 2020, trials with mint,
peppermint, lemon balm and nettle participate in this survey with in vitro and in vivo studies,
the substrates from Amazonian origin did not represent 5% of the clinical studies with
kombuchas.

In general, the percentage of studies with new alternative substrates is lower than studies
carried out with traditional infusions. Therefore, in vitro and in vivo investigations are of
paramount importance to strengthen the association of bioactive compounds with the claimed
biological effects associated with health, in addition to the bioaccessibility and bioavailability
determination for these compounds in each biological effect evaluated.

Eight articles selected for this integrative review evaluated the production of organic acids
by the SCOBY, the mainly acids reported were ascorbic, acetic and glucuronic, the main

conclusion was that they have action in biological properties as hepaprotective effect, but the
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hardest part is associate clearly the biological effect to one of the organic acids as glucuronic in
case of hepaprotective effect due the lack of studies that can prove that without margin of error
[76].

Several studies with various substrates in addition to the traditional ones, such as berries
and lemon balm, which listed organic acids such as acetic, glucuronic, oxalic, formic, succinic,
citric, and malic were also present in amazon region and have been explored in these last few
years. The identification of the microorganisms present in the SCOBY, as well as the metabolic
biotransformation pathways already identified in Kombucha also need continuous studies to
understand the production of these organic acids. This type of approach would make us
understand and predict the composition and biological potential of bioactive compounds
containing in the ready-made drink at the time of consumption.

Nine articles evaluated the antimicrobial activity, most of them by the inhibition halo assay.
The antimicrobial inhibition was attributed to the production of organic acids during
fermentation as well as the phenolic compounds found in the substrate, such as catechins. As
an example, one in vitro study in 2018 used yarrow (Achilea millefolium) as substrate and
observed an inhibitory effect not only on pathogenic microorganisms, but on cancer cells such
as rthabdomyosarcoma, which is derived from cervical carcinoma, and rodent fibroblast cells
[72].

In the literature, the kombucha made with C. sinensis showed positive results against S.
aureus, while black tea was able to inhibit the growth of E. coli, and the ones made with
alternative substrates, such as lemon balm, red grape juice and garlic also showed inhibition
against Gram Positive bacteria and S. aureus [74]

One article monitored the biofilm formed by the SCOBY using the SEM (Scanning
Electron Microscopy) method, and concluded that the substrate prepared with residues of
acerola cherries stimulated the formation of new SCOBYs that exceeded expectations, thus,
requiring further studies that lead to new substrate characterization [52].

Other examples of reported biological property were also observed for kombucha
analogues such as the inhibition of acetylcholinesterase and xanthine oxidase, while 2 articles
showed the cytotoxic activity,. Another study evaluated the performance of anti-a-glucosity
and anti-a-amylase agents, 2 articles evaluated the inhibitory activity of starch hydrolase

Three articles selected to construct this review presented only physical-chemical
characterizations as pH values, titratable acid content, Brix value, sugars and ethanolic content;

which is extremely important, as it is through physical-chemical evaluations that the safety of
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ingesting the drink can be attested and correlate the effects to the bioactive compounds found
in each substrate used.

Fermented drinks are known to regulate the gut microbiota and establish inhibitory
competition with pathogens, both due to the acids produced during the fermentative processes
and the microbial activity of the drink. Among the 9 articles that evaluated this activity, the
main microorganisms inhibited were B. cereus, S. typhimurium, E. coli and S. aureus.

The microbiological inhibitions studied in kombucha have their limitations, even though
the fermented product influences many pathogens, studies in the area present a variability of
results in relation to the microorganism exposed to the inhibitory action, that is, the studies will
not always test the inhibition in the same microorganism.

However, the type of substrate and concentrations of them or their extracts for observing
this microbial activity also differ. These limitations are not necessarily negative, as they
corroborate the inclusion of more substrates that demonstrate inhibition to pathogens that have
not yet been inhibited by existing substrates.

In view of the above, it appears that studies with Kombucha and the development of
alternative substrates present many variables to be considered when investigating the functional
aspect of the drink. This variability concerns the microorganisms present in the SCOBY, the
fermentation conditions, and the phytochemical composition of the different substrates.
Furthermore, the content of bioactive compounds may change during the process, modulating
the potential biological properties.

Regarding kombucha-type products produced with alternative substrates to the market, and
the inclusion of these new substrates in the production line, only about 23% of the selected
articles addressed sensory acceptance tests. Importantly, the development of new food products
with functional claims also need to present desirable sensory characteristics to encourage
frequent consumption and the adoption of healthier habits. Given that the global and Brazilian
market is still popularizing kombucha, there is a need of additional studies comprising the
economic sector in which this drink fits and bring about the inclusion of these alternative
substrates, increasing the variety in the market and availability.

The alternative substrates native or adapted in the Amazonia biome are already present in
the data collection with results that require continuity. As already stated, the development of
these new food products stimulates the valorization of the production chain of underutilized

raw materials, moving the national bioeconomy.
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5. Conclusion

The following review shows that there is a growing increase in the development of
fermented drinks analogous to kombucha, with alternative substrates and with the participation
of substrates considered Amazonian or present in the region, bringing 28 examples of research
and that these 37 new drinks exhibit some unique characteristic of the infusion traditional, such
as the increase in antioxidant capacity, mainly because of the fermentation stage. Alternative
substrates confer antimicrobial activity, which varies according to the pathogen, substrate, and
concentration, and in addition to this property, much research has been carried out addressing
the drink's modulation of enzymatic activities of physiological relevance, some of the examples
of results that confer some of these aspects with greater potential than traditional infusions are
the residue of acerola, lemon balm and African mustard.

Among the many aspects that require systematic investigation to better understand the
functional potential of the drink, we can mention several gaps to be filled, such as studies to
determine the profile of bioactive compounds, as well as the determination of the antioxidant
potential (in vitro and in vivo ) in the deactivation of reactive species of physiological relevance,
enzymatic modulation, action of bioactive compounds and the presence of SCOBY
microorganisms in the intestinal microbiota, and clinical intervention studies of the effect of
drinking the drink on biomarkers of chronic non-degenerative diseases. Furthermore, regarding
the technological approach, both the control and standardization of the beverage production
process and the sensory acceptance approach need to work together, without which it becomes
unfeasible for alternative substrates to become commercially competitive when compared to

traditional substrates.
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CAPITULO 3

TIPO DE CAPIiTULO: Experimental

DESENVOLVIMENTO DE BEBIDA FERMENTADA ANALOGA A KOMBUCHA A
BASE DE INFLORESCENCIAS DE JAMBU (Acmella oleracea), E
MONITORAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Manuscrito em preparac¢ao para ser submetido em periodico indexado da area de

“Ciéncia de Alimentos”.
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RESUMO

A kombucha ¢ um produto fermentado que estd em crescente expansao em relagdo ao seu
consumo e no avango de suas pesquisas devido as alegagdes de seus beneficios
correlacionados a saude, provenientes de seus compostos gerados na fermentacao. Sendo
assim, a seguinte pesquisa visou corroborar com esses avangos ao elaborar um analogo
ao fermentado utilizando o jambu (Acmella oleracea) como substrato. Assim foi
desenvolvido trés formulagdes da bebida em que na primeira etapa foram monitorados
durante 7 dias os valores de pH, acidez total, SST, agucares totais e redutores, capacidade
antioxidante além dos compostos fenolicos e flavonoides, ap6s o produto pronto foi
observado os mesmos valores da primeira fermentacao adicionados de acidez volatil, fixa,
densidade, perfil de compostos fendlicos, andlises microbiologicas e sensoriais. Os
produtos elaborados apresentam o padrao regulamentado para kombuchas de acordo com
a IN°49 do MAPA, os produtos foram microbiologicamente seguros, a formulacao 75%
foi a de maior aceitacao sensorial assim como potencial de compra, os resultados foram

satisfatorios tendo em vista que foi um grande publico, durante a primeira fermentagdo a
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formulagdo 50% teve o melhor desempenho para compostos fenolicos, flavonoides e
capacidade antioxidante, sendo necessario novos estudos de estabilidade desses

compostos para serem disponiveis nos produtos prontos.

Palavras-Chaves: Kombucha, Jambu , Compostos Bioativos

1. INTRODUCAO

A fermentagdio ¢ um dos métodos mais antigos de preservagdo de alimentos. E
também um sistema de conservacao de energia de baixo custo, que ¢ essencial para
garantir a seguranca dos alimentos. Muitas mudangas bioquimicas ocorrem durante a
fermentagdo e podem afetar os nutrientes e consequentemente as propriedades do
produto, como a atividade biologica e a digestibilidade. Recentemente, este bioprocesso
tem sido aplicado para a produgdo e extracdo de compostos bioativos de plantas em

industrias de alimentos e bebidas (Villareal-Soto et al., 2018; Hur et al., 2014).

A kombucha ¢ uma bebida fermentada da simbiose entre bactérias e fungos, de
sabor marcante na qual seu consumo traz beneficios a satide, e isso vem sendo explorado
atualmente contra doengas conhecidas como cancer, problemas cardiovasculares além de

melhorar o funcionamento do sistema imunologico e digestorio (Jayabalan, 2011).

Nas ultimas décadas, foi observada uma explosdo na sua popularidade,
especialmente nos Estados Unidos, onde atualmente existe um mercado bem estabelecido
deste produto. No Brasil estd bebida comegou a ser consumida de forma artesanal, por
pessoas que se interessaram em desenvolver a bebida em casa. H4 cerca de trés anos,
algumas industrias de pequeno porte comegaram a produzir a bebida, para venda em
mercados regionais (Santos, 2016). Sendo um mercado em pleno desenvolvimento e
estudos também relataram que embora esta bebida seja preparada originalmente a partir
de cha de Camelia sinensis, € possivel encontrar variagdes utilizando outras matérias-
primas base nas quais a cultura simbidtica se desenvolve adequadamente, mesmo sem a
presenca de cafeina e que o uso de infusdes de outras plantas pode ser uma alternativa

promissora (Barros & Freitas, 2020).

78



79

Dessa forma, a proposta da pesquisa foi elaborar uma bebida fermentada com
um novo substrato de carater amazdnico, foi escolhido o jambu por ser uma matéria-prima
tipica amazonica e cultural da regido norte e utilizada em bebidas, nas formulagdes
desenvolvidas foram analisados aspectos fisico-quimicos, microbiologicos, sensoriais e
de compostos bioativos para assim se ter um produto que corrobore com 0s novos avangos

de pesquisas com kombuchas.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratdrio de
Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos (LCTEA) da Faculdade de Engenharia
de Alimentos e do Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

(PPGCTA) do Instituto de Tecnologia (ITEC) da Universidade Federal do Para (UFPA).

2.1. Coleta do material

As flores de jambu (Acmella oleracea) foram adquiridas (2 kg por lote)
diretamente de produtor (agricultura familiar), no municipio de Santa Izabel do Para, Para
(1°17°53,99”’S e 48°09°37,82”W). O acesso as plantas de jambu foi registrado no Sistema
Nacional Brasileiro de Gestdo do Patrimdénio Genético e Conhecimentos Tradicionais
Associados (SisGen, A5S6F240). As flores foram separadas manualmente por estagio de
maturacao, danos fisicos e microbioldgicos, € armazenadas sob refrigeracao (6-10 °C) em
embalagens a vacuo. Logo ap0s, as flores foram higienizadas em solu¢ao de hipoclorito
de sddio (100 mg/L) por 15 min, e tratadas para posterior desidratacdo do material para o

preparo das infusoes.

2.2. Producao das diferentes formulacées de kombucha e bebida analoga a
kombucha

Neste documento de dissertagdo de Mestrado, a descricdo detalhada do processo
de producao da bebida fermentada a base de 100% de inflorescéncias de jambu, e das
demais formulagdes ndo serd descrita com detalhes, pois compdem uma patente de
invengao depositada pelos autores no instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI)
(BR 102023 016051 4). Apenas as informagdes de conhecimento geral do processo serdo

disponibilizadas.
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Brevemente, as flores de jambu frescas foram desidratadas em estufa. Apds o
periodo de desidratacdo, as flores embaladas a vacuo em sacos de polietileno e
armazenadas em temperatura ambiente (25 °C), resguardadas de umidade, até o0 momento
de utilizacdo. Para a infusao de inflorescéncias de jambu, a dgua foi aquecida até
determinada temperatura, seguida da adi¢do de uma determinada propor¢ao de sacarose,
e adicionada das inflorescéncias de jambu, conforme as formulagdes da Tabela 1. Tais
condi¢des foram determinadas através de ensaios preliminares para a obten¢do de uma
bebida pronta para o consumo, em que a sensacdo de dorméncia bucal fosse detectada,

além de ser palatavel.

Tabela 1: Quantidades referentes a cada formulagdo para os fermentados

FORMULACOES PORCENTAGEM (%)
1 0% Camellia Sinensis e 100% Jambu
2 25% Camellia Sinensis e 75% Jambu
3 50% Camellia Sinensis e 50% Jambu
4 75% Camellia Sinensis e 25% Jambu
Controle 100% Camellia Sinensis

Apo6s o preparo das infusdes, as bebidas seguiram para a primeira fermentagao.
Neste estudo, o SCOBY comercial selecionado para a realizagdo da fermentagdo das
infusdes de flor de jambu foi adquirido pela White Labs® (California, Estados Unidos),

com composic¢ao conhecida, informada pelo fabricante:

Bactérias: Bacillus sp. licheniformis, Bacillus sp. cereus, Bacillus sp.
pumillus/aerophilus/safensis/altitudinis, Acetobacter tropicalis, Bacillus sp. aerophilus,
Bacillus sp. aryabhattai, Gluconacetobacter saccharivorans , Micrococcus sp. ,

Gluconacetobacter rhaeticus , Paenibacillus taichungensis , Bacillus sp. subtilis.

Leveduras

Brettanomyces bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces sp. ,

Candida sp.

O SCOBY comercial foi acondicionado em seu starter devidamente lacrado, até

o momento de inoculacao nas infusdes. Os discos de SCOBY, em determinada propor¢ao
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em relacdo as infusdes, foram inoculados em frascos contendo a infusdo, conforme as
formulagdes descritas na Tabela 1, juntamente com uma determinada porcentagem da
solucdo starter, e mantidos a uma determinada temperatura durante o periodo da primeira

fermentacao.

A 1% etapa da fermentagdo para a produg¢do das bebidas fermentadas foi
conduzidas por 7 dias a temperatura ambiente (25°C). Os frascos de vidro foram cobertos
com tecidos porosos permeaveis ao oxigé€nio para impedir a entrada de sujidades do
ambiente, permitindo a condu¢do de uma fermentagdo semi-anaerdbia. Aliquotas das
infusdes foram retiradas no decorrer do processo fermentativo, com intervalos de 1 dia,
para o monitoramento das caracteristicas fisico-quimicas, teores de compostos bioativos

e determinagdo da capacidade antioxidante. O monitoramento foi realizado em triplicata.

Ap6s a conclusdo da 1* fermentagdo, os discos de SCOBY foram removidos dos
frascos de vidro e o liquido fermentado foi transferido para garrafas de vidro, adicionadas
de uma determinada porcentagem adicional de sacarose, valor obtido também a partir de

testes preliminares para a obtencdo de carbonatacao suficiente no produto.

As garrafas foram recravadas com tampas para impedir a saida do CO; oriundo
da fermentacdo, e acondicionadas durante um tempo determinado para proceder a
carbonatacao do produto. Apos a etapa da 2* fermentagao, a bebida produzida pronta para
o consumo foi armazenada sob refrigeracao (5 °C), até o momento de realizacao das
analises fisico-quimicas, avaliagdo de compostos bioativos, capacidade antioxidante,

microbioldgicas e sensoriais.

2.3. Determinacio das caracteristicas fisico-quimicas das infusdes e das bebidas
fermentadas
2.3.1. pH

Os valores de pH foram determinados por medida direta em potenciometro de
bancada (Kasvi, modelo K39-1410A , Parand, Brasil), ap6s calibra¢ao do eletrodo com
as solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0, de acordo com as instru¢des do fabricante. Essa

analise realizada durante todas as fermentacdes.
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2.3.2. Acidez total titulavel

A determinacdo da acidez total titulavel da bebida fermentada foi realizada de
acordo com o descrito pela metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), em que 10 mL
da amostra descarbonatada, adicionada de 100 mL de dgua, com o indicador fenolftaleina,
foi titulada com uma solugdo padronizada de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1 M até a
obtencdo da coloracdo rosada no ponto de viragem. Os resultados, em triplicata, foram

expressos em mEquivalente de NaOH/L.

2.3.3. Sélidos soluveis totais

A determinagao dos solidos soluveis totais foi realizada por refratometria através
da leitura direta em refratdmetro digital portatil (REF90, Hanna® HI 96801, EUA) com
corregdo para 20 °C, e os resultados realizados em triplicata foram expressos em °Brix,

sendo a analise realizada em todas as etapas fermentativas.

2.3.4. Densidade
A densidade foi obtida através da conversdo dos valores obtidos a partir dos

solidos soluveis (°Brix) para o produto ja finalizado pronto para o consumo, conforme a

Equagao 1(Bichara, 2014):

Densidade (g/L) = (Valor ° Brix x 4) + 1,0 (Eq. 1)

2.3.5 Determinacdo da Acidez Volatil

A acidez volatil foi determinada volumetricamente por titulagdo com solugao
padronizada de NaOH 0,1 M ap06s a destilacdo da amostra para as bebidas ja finalizadas.
A destilacao foi realizada por arraste de vapor segundo TAL et al. (1985) e Brasil (1986),

e os resultados (triplicata) expressos em mEquivalente de NaOH/L.

2.3.6 Determinac¢do da Acidez Fixa
A acidez fixa foi determinada pela diferenca entre a acidez total e a volatil para
as bebidas ja finalizadas, conforme metodologia descrita por IAL et al. (1985) e Brasil

(1986), e os resultados expressos em mEquivalente de NaOH/L.

82



83

2.3.7. Determinacdo de ac¢ucares totais, redutores e ndo redutores

Os agucares redutores e totais foram determinados em todo o processo
fermentativo pelo método colorimétrico do acido 3,5-dinitrosalicilico. Para a
determinacgao dos agucares totais, a hidrélise dos acticares nao-redutores em redutores foi
realizada com solugdo diluida de HCI, seguida de neutralizagdo com uma solu¢do de
NaOH 20%. Os teores de agucares redutores foram obtido por espectrofotometria a 540
nm, utilizando o padrao de glicose para a construcdo das curvas analiticas (1> = 0,9911)
para a faixa de concentragao de 2 a 0,125 g/L. Os teores de aglicares ndo-redutores foram
obtidos por diferenga entre actcares totais e redutores. (Miller, 1959; Vasconcelos et.al.,

2013)

2.4 Determinacio dos compostos bioativos das infusdes durante a fermentacio
2.4.1 Compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados por
espectrofotometria, de acordo com o método colorimétrico utilizando o reagente de Folin
Ciocalteu. As amostras foram lidas no comprimento de 760 nm, e o acido gélico foi
utilizado como padrdo analitico nas concentracgdes de 3,12 a 100g/L (1> = 0,9889) (Becatti
et al., 2010). Os resultados, em triplicata, foram expressos em mg equivalente de acido

gélico (EAG)/L.

2.4.2 Flavonoides Totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados por espectrofotometria, de
acordo com o método colorimétrico de complexacdo com AICl3. As amostras foram lidas
no comprimento de onda a 510 nm , sendo a catequina utilizada como padrdo analitico na
faixa de concentragao de 1,56 a 200 g/L (> = 0,992) (Pekal e Pyrzynska, 2014; Zhishen
etal.,1999). Os resultados, em triplicata, foram expressos em mg equivalente de catequina

(ECAT)/L.

2.4.3 Determinagdo do perfil de compostos fenolicos das bebidas fermentadas
Aliquotas das bebidas foram coletadas, descarbonatadas, centrifugadas (946,4 x
2), e filtradas (0,22 um) para prosseguir a etapa de inje¢ao no sistema de cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).
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Os compostos fendlicos foram separados a uma taxa de fluxo de 0,9 mL/min em
uma coluna Cig Synergi Hydro (4 um, 250 x 4,6 mm, Phenomenex, Estados Unidos) a 29
°C, com um gradiente linear de agua/dcido férmico (99,5:0,5, v/v) (solvente A) e
acetonitrila/acido féormico (99,5:0,5, v/v) (solvente B) de A:B 99:1 a 50:50 em 50 min,
seguindo de 50:50 a 1:99 em 5 min, mantendo esta ultima propor¢do por mais 5 min
(Chisté e Mercadante, 2012). Os espectros UV-visivel foram obtidos entre 200 e 600 nm
e os cromatogramas foram processados a 275 (4cidos hidroxibenzobicos), 320 (acidos

hidroxicinamicos), € 360 nm (flavonoides).

2.5 Determinacdo da capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante foi determinada para todas as infusdes durante todo o
processo fermentativo através da desativagdo do radical ABTS (ABTS™), e para as

bebidas prontas por ABTS™ e radical DPPH' (DPPH").

2.5.1. Desativa¢do do radical ABTS (ABTS™")

A capacidade antioxidante foi determinada de acordo com método de
desativacdo do radical ABTS (ABTS™), descrito por Re et al. (1999). A geracdo do radical
ABTS" foi realizada através da reagdo da solugdo de ABTS com persulfato de sodio na
concentra¢do de 7 mM. A solugdo do ABTS™" foi diluida em etanol até absorbancia de 0,7
a 734 nm, e para a constru¢do da curva analitica foi utilizado o Trollox em etanol na faixa
de concentracao 100 a 2000 g/L, (1> = 0,9984). Para os padrdes e infusdes, 30 pL de
amostra foram diluidas em 3 mL do radical e a absorbancia registada apds 6 minutos de

reacdo. Os resultados, em triplicata, foram expressos em mEQTrollox/L

2.5.2 Desativagdo do radical DPPH (DPPH’)

A determinagdo da capacidade antioxidante foi realizada de acordo com o
método DPPH descrito por Brand-Williams; Cuverlier e Berset (1995) e Kirigaya, Kato
e Fujimaki (1971) para as bebidas prontas. Foi preparado uma solu¢do de DPPHe (0,1192
M) em metanol, utilizado o Trollox como padrao analitico nas concentragdes de 2 a 10
ng/mL, com r? de 0,9902. Para a reacdo, 1860 pL da solugcdo de DPPHereagiram com 140
uL de amostra por 30 minutos, e logo apds a leitura foi realizada por espectrofotometria

a 517 nm. Os resultados, em triplicata, foram expressos em mEQTrollox/L
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2.6 Analises microbioldgicas

As determinagdes microbiologicas foram realizadas para todas as amostras que
disponibilizadas para a analise sensorial. Foram realizadas as determinag¢des e contagens
de bolores e leveduras por spread plate, bactérias aerdbias mesofilas por pour plate e
determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) para a pesquisa de coliformes totais e
fecais 45 °C de acordo com Silva et al.(2007), e a pesquisa de Sal/monella/Shigella sp. de
acordo com a metodologia descrita por APHA (2001).

2.7 Analises sensoriais

A realizagdo das andlises sensoriais previstas neste projeto foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos, segundo o Conselho
Nacional de Saude — CEP/CONEP da Universidade Federal do Para (CAAE:
57098122.7.0000.0018).

2.7.1 Focus Group

O focus group foi realizado, com objetivo preliminar, com 10 pessoas abordadas
aleatoriamente no campus da Universidade Federal do Para (UFPA). O recrutamento e a
sele¢do dos julgadores nao obedeceram a nenhum critério além da autodeclaracao dos
provadores nao-treinados sobre a existéncia de condigdes alérgicos ou intestinais
associados ao consumo de kombucha ou jambu, seguindo o mesmo ambito da analise
sensorial a ser aplicada na proxima etapa. Os participantes provaram cada uma das
amostras disponiveis e discutiram, de acordo com as questdes norteadoras, a descri¢ao
dos aspectos dos atributos sensoriais do produto. As questdes norteadoras foram: a
aceitabilidade e a preferéncia entre as formulagdes desenvolvidas com relagdo a cor,
aparéncia, sabor, aroma, viscosidade, impressao global, além da idealidade de sabor de
jambu, acidez e pungéncia. A duracao do focus group foi de 15 min, e apos a discussao,
as respostas foram gravadas e analisadas para atribui¢@o das caracteristicas de acordo com

cada inferéncia obtida (Bardin, 2010; Della Lucia et al., 2009).

2.7.2 Analise Sensorial com testes hedonicos, idealidade e inteng¢do de compra

Os testes afetivos de escala hedonica, escala do ideal e a inten¢do de compra foram
realizados no Laboratério de Analise Sensorial da Universidade Federal do Para (UFPA),
Campus Belém, por 120 provadores nao treinados, entre servidores e alunos de graduagao

e pos-graduacdo da Instituigdo.
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As amostras das bebidas fermentadas tipo kombucha a base de jambu (quatro
formulagdes) foram servidas aos provadores em copos plasticos de 30 mL, codificados
com numeros aleatorios de trés digitos, na forma monadica sequencial (uma amostra por
vez). Todos os provadores foram orientados a ingerirem agua entre as amostras para o
enxague do palato, e a andlise foi realizada em cabines individuais sob a luz branca,
permitindo o conforto e a individualidade na realizacdo do experimento.

Foram avaliados os atributos aparéncia, cor, aroma, sabor, viscosidade e
impressao global, onde os provadores foram orientados a expressarem a aceitagao
seguindo uma escala hedonica estruturada com nove pontos variando de 9 = “gostei
muitissimo” até 1 = “desgostei muitissimo” (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS. NBR 14141: Escalas utilizadas em analise sensorial de alimentos
e bebidas. Rio de Janeiro, 1998).

Na aplicagdo da escala do ideal, os consumidores avaliaram a intensidade da
pungéncia, sendo explicado o que era esse atributo no comeco de andlise de cada
participante, da acidez e do sabor de jambu perceptivel na bebida, utilizando a escala
estruturada entre “extremamente mais forte que o ideal” (-4) e “extremamente menos

forte que o ideal” (4).

Para a intencdo de compra, os provadores avaliaram as bebidas utilizando uma
escala estruturada na qual o percentual referente a categoria “certamente compraria” e
“provavelmente compraria” foram somados e denominados de regido de compra, os
percentuais da categoria “tenho duvidas se compraria” foi denominado regido de davida,
e os percentuais das categorias “‘certamente ndo compraria” e “provavelmente ndo

compraria” foram somados e denominados de regido de ndo-compra (Dutcosky, 2013).

2.8. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
média aritmética e desvio padrao (DP). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significanciaa 5 % para comparagao das médias.
Os dados obtidos com a analise sensorial foram avaliados por meio dos graficos de

percentuais de frequéncia no software Excel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Monitoramento do processo de fermentacio das infusdes
3.1.1. pH, acidez total, sdlidos soluveis e teor de aguicares

O pH ¢ um dos parametros mais importantes na producdo de kombucha, tanto
no seu processo fermentativo quanto na bebida finalizada para o consumo (Hur et al.,
2014). Durante a etapa fermentativa, o pH assegura a eficiéncia do consorcio microbiano,
¢ responsavel pela seguranga, qualidade do produto e aspecto de finalizacdo de

fermentagao (Vasquez-Cabral et al. 2014).

Neste estudo, durante os 7 dias em que ocorreu a primeira etapa de fermentagao
das infusdes para a produgdo da bebida fermentada, foi possivel observar o

comportamento do pH, conforme descrito na Figura 2
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Figura 2:Valores de pH durante o processo fermentativo de kombuchas e da bebida
fermentada com 100% jambu. (A) Corresponde aos valores de pH em cada dia da
fermentagdo. (B) corresponde a razdo entre o pH final/inicial para cada dia de

fermentagao.
Fonte: Proprio Autor

De acordo com a Figura 2, foi observado o decréscimo dos valores de pH na
curva de fermentacdo para todas as formulagdes estudadas, sendo esse decréscimo
caracteristico da denominacdao desse produto. Esse comportamento de acordo com
Jayabalan et al. (2007) e Malbasa et al. (2011) ¢ associado a atuacao das bactérias acido-

laticas, acéticas e das leveduras na producdo de 4cidos orgénicos que sdo frequentemente
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associados com os beneficios da ingestao deste tipo de produto ¢ a alteragdo de atributos

sensoriais como sabor.

Para as formulagdes com jambu, esse declinio foi acentuado nos trés primeiros
dias, e apresentam caracteristica de estabilidade apds os primeiros dias de fermentagdo,
ao término do dia 7 ainda se encontravam dentro da faixa permitida pela legislagao

brasileira.

Essa estabilidade, de acordo com Malbasa et al. (2011), pode ser associada a
geracdo de tampdes provenientes de acidos organicos de natureza fraca e sais, sendo
observada também na formulagao controle (Camelia sinensis), mas em pH maiores que

as formulagdes de jambu (Malbasa et al., 2011).

Os valores da curva sencontram-se dentro da faixa que asseguram a qualidade
da bebida (pH < 4,2), pois limitam o crescimento de microrganismos patogenos
(Nummer, 2013). Da mesma forma, o periodo fermentativo também nao apresenta valores
de pH < 2 para nenhuma formulagdo, sendo considerado adequado para preservar a
integridade de pessoas com distirbios gastrointestinais (Blauth, 2019), e garante ainda
uma bebida mais aceita sensorialmente ao término de sua segunda etapa fermentativa

(Velicanski; Cvetkovic; Markov, 2013).

A formulagdo com os maiores valores de pH para o inicio da fermentagao foi a
100 % jambu (4,06 + 0,32). Ao final da fermentacgdo, a formulacao foi a segunda com
menor pH com 3,03 + 0,18 e a que apresenta um dos dias com menor pH (dia 6 com 2,96
+ 0,15). Logo, a fermentacdo da formulacdo 100% jambu ¢é a que apresenta mais
singularidade, tendo um decréscimo de aproximadamente 25,35%, e mais dias de subida
e descida na curva de fermentagdo. A formulagdo controle apresentou um decréscimo de
20,91%, sendo assim, a substituicao total do substrato possibilita uma margem de 4,44%

em transformacdes de pH durante os 7 dias da etapa de 1° fermentagao.

Esse resultado nos valores de pH nao se explica pelos pHs iniciais de cada
substrato, haja visto o pH das flores de jambu podem variar de 6,1 a 6,3 (Nascimento,
2019; Pires, 2016) e o de Camellis sinensis variam de 5,04 a 6,28 (Dos Santos et. al.,
2014). De fato, alguns constituintes do jambu podem ter favorecido o rapido
desenvolvimento pela sua facil degradacdo. Os componentes do jambu de acordo com

Lopes (2019) sao mais disponiveis que as disponibilizadas na infusao de cha verde, se os
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componentes sdo mais faceis a ser degradados e sensiveis, estes sdo aproveitados e

consumidos a outros metabolitos acidos pelos microrganismos.

Muitos sdo os fatores que influenciam os valores de pH na fermentagdo como o
tempo de fermentagdo, linhagem da cultura microbiana e condigdes operatorias da
fermentagdo (Leonarski, 2020; Marsh et al., 2014). Os valores das curvas partindo de pH
baixos (<4,2) ja no inicio de fermentacdo, podem estar ligados a concentracao adicionada
do indculo. De acordo com autores como Braghuni et al. (2014), Nummer (2013) e Pereira
et al. (2017), e no caso do jambu, a sensibilidade de seus constituintes, € ¢ um fator

positivo pois corrobora o com a inibi¢do de patdgenos e esporogénicos.

Xiaetal. (2019) também acompanharam os valores de pH durante a fermentagao
de uma bebida andloga a kombucha elaborada com bebida de soja como substrato. Os
autores demonstraram que a curva da bebida de soja teve inicio com valores mais altos
de pH (6,54) enquanto os valores para as formulacdes de jambu se encontram entre 4,06
e 3,7 ja no inicio da fermentagdo. Ayed e Hamdi (2015) utilizando cacto-pera também
obtiveram valores de pH iniciais maiores (em torno de 5) que as formulagdes de jambu
neste estudo. Segundo os autores, a partir dos dias 6 e 7 da fermentagao, os valores de pH

ainda estavam em torno de 4,5.

Em comparagdo com a mesma temperatura de fermentacdo realizada nas
formulacdes de jambu (28 °C) , a fermentagdo dos autores demorou 4 dias para atingir pH
entre 4,0 e 4,5 encerrando o ciclo fermentativo nesses valores. Segundo Blauth (2019),
essa diferencga entre os valores de pH e o tempo de fermentacao pode ser explicada, além
dos valores iniciais do substato da bebida soja ser mais alta pela sua natureza, pelas

concentragoes das fontes de carbono.

Nas fermentac¢des com infusdes como jambu, a fonte energética (sacarose) e sua
concentracdo possibilitou os 7 dias de fermentagao, a bebida de soja além de sacarose
disponibiliza galactose, glicose , estaquiose e rafinose (Xia et. al. , 2019). A alta
disponibilizagdo desses aglicares altera o comportamento dos microrganismos
principalmente das bactérias acido laticas em temperaturas maiores, a quebra desses
compostos geram metabolitos em uma taxa maior de producao, que em alta concentragao

baixam o valor do pH (Goh et. al. 2012).

A diferenca da composicdo e natureza desses substratos € responsavel por ter

maiores valores de pH ao termino da 1° fermentacao, além da concentracao e natureza do
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starter. Valores maiores de pH acabam influenciando o armazenamento e estoque de um
produto finalizado. pHs maiores ao fim da fermentagdo podem ser melhores em tempo de
prateleira por levarem mais tempo a atingir pH de 2,5 e perder a validade. No entanto,

sao faixas mais vulneraveis a contaminagao.

Watawama et al. (2015) também realizaram curvas de fermentagdo com 7 dias
utilizando graos de café como subtrato, e assim como as curvas do jambu, elas se
alteraram de acordo com a formulagdo, porém as de café se alteraram com o nivel de
extracdo dos graos. As bebidas com graos mais refinados, ou seja, com grau maior de
processamento, trouxe uma curva com comportamento de velocidade de queda a partir
do dia 2, e seus valores descresceram de 5 a 4,1 no dia final do ciclo, assemelhando-se a
velocidade das curvas da formulagdao de jambu; enquanto as demais ndo se alteraram
expressivamente para valores menores que 5. No jambu a diferenca apenas dada pela
concentragdo, em estudos futuros pode ser estudadas para reiteragdo se o grau de

processamento influencia na fermentacao.

Valores abaixo de 2,5 indicam uma kombucha com aspectos sensoriais ndo aceitos
pelos consumidores e que pode acarretar pouca carbonatagcdo e geragdo de metabdlitos
secundarios de baixo interesse para a bebida. De acordo com a legislagdo brasileira, a
bebida ja estaria fora dos parametros de consumo, o que foi evitado nas formulagdes de

jambu pertencente a esse estudo (Brasil, 2019).

Com relagdo a acidez total, na figura 3 ¢ possivel observar o comportamento das
curvas de cada formulagdo no que diz respeito as transformagdes de acidez total titulavel

devido as especificagdes previstas na legislacdo brasileira.
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Figura 3: Teores de acidez total durante o processo fermentativo de kombuchas e da
bebida fermentada com jambu. (A) corresponde aos valores de acidez em cada dia da
fermentagdo. (B) corresponde a razdo entre o contetido final/inicial para cada dia de

fermentacao.

Fonte: Proprio Autor

O perfil de acidez para as amostras ¢ de um crescimento heterogéneo com
valores que iniciam em 18 a 32,4 mEq NaOH/L. Esses valores ainda ndo apresentam um
valor de uma kombucha de qualidade, e terminam a 1° fermentagao entre 58,5 ¢ 131,4
mEq NaOH/L (BRASIL, 2019), apresentando valores de qualidade aceitaveis para a

bebida fermentada.

A acidez ¢ um parametro importante para produtos fermentados pois sugerem a
formag¢do de 4cidos organicos, entre os principais o acético, citrico, gluconico,
glucuroénico e latico, além de uma ampla variedade de outros acidos que se formam
durante o processo (Grube et al., 2016). Alguns fatores que podem influenciar na curva
de acidez e que justificam os valores obtidos de acidez sao os parametros de temperatura,
outro fator que influencia nessa curva ¢ a concentracdo de acucares disponiveis no

Pprocesso.

A formulacdo que apresentou um nivel de acidez maior foi a formulagao
contendo 50% de jambu com 129,6 + 24,34 mEq NaOH/L ao final da etapa fermentativa.

No entanto, € notdrio que a formulagdo 100% jambu apresentou niveis de acidez maior
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que as demais formulagdes em 5 dias da etapa e apresentou o maior crescimento aumento
no teor, com aproximadamente 520% em relagdo ao seu dia inicial, e 66,48% a mais que
o crescimento da formulagdo 50%, enquanto a formulacdo controle apresentou os valores

mais baixos de acidez total.

Aung e Eun (2021) analisaram a curva de acidez total de kombucha utilizando a
Porphyra dentata como substrato durante 14 dias, apresentando comportamento
semelhante ao estudo com jambu, tendo sido o mesmo aumento observado para os 7 dias
analisados para o jambu, tendo diferengas na técnica de extracdo, onde foi utilizado
ultrassom assistida, onde percebeu-se que a curva teve alteracdes mais rapidas entre os
dias 3 e 7, alcangando valores menores de pH em menor tempo que as infusdes com o
jambu. Tal estratégia pode vir a ser uma possibilidade para aumentar a disponibilidade de
compostos bioativos das flores de jambu, principalmente os precursores de acidos

organicos.

Vitas et al. (2020) analisaram curvas de acidez total para kombuchas de diversos
substratos (segurelha, hortela-pimenta, tomilho selvagem, urtiga, marmelo e sabugueiro).
Em suas curvas foram observadas aumentos expressivos entre o dia 0 e 3 de fermentagao
para alguns substratos que dobraram de valor como a da urtiga e sabugueiro similarmente
a formulagao controle 25% e 75%, e que triplicaram como horteld pimenta similarmente

a formulacao 50%,a formulagdo 100% aumenta quatro vezes.

Tu et al. (2019) analisaram acidez total ao fornecer ao conso6rcio microbiano soro
de soja como substrato. O comportamento das curvas revelaram que o aumento da acidez
foi maior do que nas formula¢des monitoradas neste estudo, provavelmente devido a
concentracdo inicial da fonte de carbono, uma vez que o soro ¢ um substrato mais

proteico.

Nota-se que os resultados provenientes da analise de pH e acidez total
concordam em que a formulacdo 50% jambu apresenta os niveis mais extremos das
escalas no dia final da etapa, em termos de valores absolutos, e que a formulagdo 100%

jambu € que a que se observa mais altera¢cdes quando comparadas ao controle.

Em termos de acidez total, a velocidade da fermentacdo ocorre mais rapido nas
formulagdes contendo jambu, pondo assim que a atividade metabdlica parece ser maior.
As escalas de pH e acidez diferem em alguns dos seus aspectos, e no inicio do processo

fermentativo, o pH aponta para a formulagdo controle como a mais acida enquanto a
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acidez total titulavel a aponta como a menos acida, e ao final do processo fermentativo o
pH aponta para a formulacdo 75% como a menos acida, enquanto a acidez total aponta a

formulagdo controle como a menos 4cida.

Tal fato também releva a dificuldade da padronizagdo das kombuchas em uma
linha de producdo, sendo necessario esforcos mais elaborados para manutengdo da
qualidade. Como solugdo, ha a necessidade do avanco das tecnologias e equipamentos,
assim, com o conhecimento das revisdes crescentes ter o objetivo de controlar a

quantidade méaxima de varidveis possiveis (Blauth, 2019).

Em termos de variacao de solidos soluveis totais, variagao do conteido durante

a fermentacdo ¢ apresentada na Figura 4
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Figura 4: Teores de sodlidos soluveis totais (SST em °Brix) durante o processo
fermentativo de kombuchas e da bebida fermentada com jambu. (A) corresponde aos
valores de SST em cada dia da fermentagdo. (B) corresponde a razdo entre o contetido

final/inicial para cada dia de fermentagao.

Fonte: Proprio Autor

Pelo comportamento das curvas de teores do contetido de solidos soluveis totais
durante o tempo de fermentacdo, analisa-se a fragmentagdo das principais fontes

energéticas disponiveis no meio, as diferencas de consumo dos compostos de solidos
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soluveis nos substratos devido a geragao de metabolitos de interesse em cada tempo da

fermentagao.

Percebe-se a continuidade da heterogeneidade fermentativa vistas nas curvas de
pH e acidez, nota-se que a formulacdo 100% jambu e a 75% possuem uma singularidade

nas transformagoes desse conteudo.

O esperado durante a fermentagdo ¢ que o conteudo de so6lidos soluveis totais
diminua devido a quebra de compostos maiores em menores € as transformagdes desses
compostos menores em produtos de interesse. Esse comportamento € visto em periodos
das curvas analisadas das formulagdes. Tais diminui¢cdes ocorrem nas formulagdes de
jambu, mas nao ¢ de forma estrita, havendo crescimento desse conteudo logo apds o
decréscimo de niveis deles devido a quantificagdo de novos outros sélidos soluveis

formados na fermentagao.

No estudo com red e black goji berry (Abuduaibifu; Tamer, 2019), os
decréscimos foram mais rapidos, finalizando em 3 dias e sem flutuacdes que as
formulagdes de jambu apresentaram. No estudo realizado por Silva et al. (2021)
utilizando o (Malvaviscus arboreus Cav. — Malvaceae) o tempo fermentativo foi maior

apresentando teores menores de SST que as formulagdes com jambu e as de berries.

As formulagdes com jambu apresentaram teores em torno do dobro dos teores
do estudo com berries e malvavisco durante o processo fermentativo, essa diferenca esta
ligada a concentrag@o energética utilizada para a elaboracdo das bebidas, a concentragao
usada nas formulagdes de jambu € proveniente de testes preliminares que visou tornar o
produto aceito sensorialmente ja que ndo foi saborizado com nenhum ingrediente

opcional.

Os decréscimos apontados no estudo de jambu e de malvaviscus ¢ justificado
pela produgao de diversos tipos de acidos organicos em relagao ao consumo do contetdo
de agucares, porém a alta concentracdo dos acidos associados a geragcdo dos metabolitos
secundarios aumentam o teor de solidos soltiveis em varios pontos da fermentacdo. As
leveduras do consoércio sdo responsaveis pela hidrélise de sacarose em glicose e frutose e

ainda quebram os monossacarideos em etanol. (Silva et al., 2021).

As bactérias acéticas como as cepas de Acetobacter quebram glicose em acido

gluconico e celulose bacteriana em forma de pelicula no SCOBY. A frutose gerada pelas
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leveduras ainda pode ser degradada em etanol e dioxido de carbono, esses produtos sao
utilizados também pelas cepas de Acefobacter para geracdo de &cido acético (Silva et

al.,2021; Jayabalan et al.,2011).

Dos valores obtidos durante a fermentagdo para os solidos soluveis totais, se
infere que consumo destes ndo segue a tendéncia de ir apenas diminuindo com o tempo
fermentativo, ou apresentar brusca redugcdo no conteudo. Observa-se que quando
utilizamos 100% e 75% de jambu, ha uma oscilag¢do no teor de solidos suluveis ao longo
da fermentagdo, provavelmente devido aos metabolitos gerados (acidos organicos), que

provavelmente entram na contagem de todo o contetido de so6lidos soluveis totais.

Verifica-se valores menores de solidos soltiveis na formulagdao 50% e 100%
jambu no inicio da fermentacdo, e maiores nas formulagdes 25% e controle,
diferentemente do final da etapa fermentativa em que o conteudo da formulagao 100%
jambu alcanga os maiores valores de solidos soluveis totais tendo média de 9,5 + 3,03 , a
formulagao 50% e apresenta o menor valor (8,3 £ 0,5), seguido da formulagdo 25% (8,7
+ 1,0), as concentracdes iniciais de sacarose sdo as mesmas no inicio da fermentagdo,

essas alteragdes podem ser provenientes da natureza do substrato.

Apos as quedas dos valores de SST, também € importante verificar se o contetido
volta a ter oscilagdes nos conteudos devido a concentracdao de acido acético gerado. A
quantidade de sacarose ao ser consumida pelo consorcio microbiano pode gerar o
aumento dos acucares redutores, e podem diminuir o percentual de agucares totais ao
gerar metabolitos secundarios quando fluxo de sintese de material organico ainda

continuo (Laavanya, D., Shirkole, S., & Balasubramanian, 2021).

A transformag¢do no contetido de agticares totais e redutores estdo presentes nas

Figura 5 e 6 a seguir.
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analogo de jambu, em que grafico A corresponde aos valores de Agucares Totais em cada
dia da fermentagdo, e grafico B corresponde a diferenca de cada ponto em relagdo ao

conteudo inicial
Fonte: Proprio Autor

Assim como no conteudo de sélidos soluveis totais, os aglicares totais ndo seguiram
uma tendéncia homogénea ao longo da fermentacdo. Os maiores teores de aglicares totais no
inicio da fermentacao foram observados na formulacao 75% e 50%, ¢ ao fim as formulac¢des
que apresentam maiores teores de agucares totais foram a 25% e controle; e no final da etapa
fermentativa, a formulagdo 100% jambu apresentou o maior consumo do teor de sacarose em

relacdo ao teor inicial.

Entre os dias monitorados para as formulacdes elaboradas, o dia 5 aponta para um
maior consumo dos agucares totais presentes para todas as formulagdes, com excegao da 25%

que possuiu maior consumo no dia 2.

Vitas et. al (2019), ao utilizarem mostarda africana como substrato, relataram que no
dia 3 o percentual de sacarose do meio de cultivo havia reduzido 2/3 de seu conteudo inicial.
No nosso estudo, apenas a formulacdo 50% jambu apresentou reducdo nesse dia, as demais

formulagdes exibiram niveis semelhantes de redugdo apenas no dia 5.

A enzima intracelular invertase produzida das leveduras no consoércio microbiano € a

principal forma da quebra de sacarose em glicose e frutose (Kapp & Sumner, 2019; de Miranda
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et al., 2022)). Microrganismos como a Saccharomyces cerevisae € a Zygosaccharomices
presentes no sistema fermentativo transformam o acucar em etanol, enquanto as cepas de

Candida sp. utilizam a sacarose para a habilidade de formar biofilmes (Blauth, 2019).
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Figura 6: Valores de Agucares Redutores durante o processo fermentativo de kombuchas
e analogo de jambu, em que grafico A corresponde aos valores de Acucares Redutores
em cada dia da fermentacao, e grafico B corresponde a diferenga de cada ponto em relagao

ao conteudo inicial
Fonte: Proprio Autor

Nota-se que o teor de acucares redutores ndo aumentam com a quebra da
sacarose na rota fermentativa na formulagdo 100% jambu, o teor de agucares redutores
na verdade ¢ reduzido ainda mais, e ao fim ndo apresentam diferencgas expressivas na
alteracdo de seus valores. Sendo assim, o substrato jambu favorece o consumo de sacarose
no seu processo fermentativo, mas ndo necessariamente os agucares redutores como a
glicose e frutose ficardo sem ser consumidos, eles sdo bastantes utilizados na sintese de
etanol e de acido acético, além das leveduras responsaveis pelo consumo utilizarem

agucares totais na sintese de outros compostos carboxilicos.

Ao comparar com a formulacdo controle, os niveis de redutores aumentam mais

expressivamente na formulagdo 25% jambu em alguns dias dessa etapa, e chegando até
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0,25 + 0,022%, os teores apresentam diferenca maior, mas finaliza a etapa com um

percentual similar do inicio.

A formulagdo 50% jambu é uma formulagdo que apresenta niveis maiores de
acucares redutores ao término da fermentacdo. Logo, as fermentagdes dos substratos
separados ndo aumentam o teor de aglicares redutores, mas o blend de mesmas proporcdes

entre eles facilita o aumento desse parametro.

Tu et al. (2019) analisaram os agticares redutores em kombucha com soro de soja
como substrato e observaram um acréscimo em seus teores de até 0,1% no dia 2,
diminuindo consideravelmente para valores proximos de 0,015 a 0,02% do dia 3 até o dia

7, e ao fim de seu ciclo fermentativo exibindo estabilidade.

Nas formulagdes de jambu pode se observar uma certa estabilidade nos teores
de actcares redutores, mas as flutuacdes nao deixam de ser presentes nos ciclos
fermentativos. A formulacdo 100% jambu assemelha-se com as kombuchas produzidas
com soro de soja de Tu et al. (2019), as formulagdes 50% jambu e 25% sdo as que mais
diferem desse substrato. A estabilidade apresentada na kombucha de soro de soja ¢
explicada pela quebra dos agucares redutores produzidos no consumo desses compostos
pelas leveduras e bactérias acéticas que realizam a hidrélise desses sacarideos (Tu et al.,

2019).

Nas kombuchas produzidas com Porphyra dentata como substrato, as bebidas
apresentaram teores de 0,017% e 0,018% para os agucares redutores, valores menores que
todas as formulacdes utilizando jambu como substrato. O aumento do teor dos agticares
redutores de forma expressiva acontece apos o dia 3 em que assumem valores de 0,417 e

0,394%, valores bem maiores que as formulagdes de jambu elaboradas.

Em geral, os acucares totais apresentaram tendéncia de declinio, a quantidade de
acgucares redutores ndo aumenta de forma acentuada durante o periodo fermentativo, e
todas essas alteracdes sdo perceptiveis nas flutuagdes nos valores de sélidos soluveis
totais. A sacarose no término dos 7 dias ndo foi degradada totalmente pelos

microrganismos em agucares mais simples.

As transformacdes das variaveis de pH, acidez, sélidos soliveis e aglcares
redutores e ndo redutores apontaram para uma fermentacdo segura e de qualidade para os

7 dias analisados de acordo com os parametros preconizados pela legislagao vigente. As

98



99

condi¢des dos parametros obtidos ainda permitem tanto prolongar o tempo da primeira
fermentagdo quanto encurtar essa etapa devido a esses valores também nao excederem

aos parametros estabelecidos pelo MAPA.

Em termos de pH, acidez, s6lidos soluveis e contetido de agucares, o produto
teria a viabilidade de se encerrar no dia 5 de fermentagdo por fornecerem aspectos que
garantem um padrao de identidade e qualidade (PIQ) dentro da legislagao de kombuchas

disponiveis para a segunda etapa de fermentacao e finalizagdo do produto.

3.1.2 Monitoramento dos compostos bioativos

Na Figura 7, pode ser observado o contetido de compostos fenolicos, que sdo de
bastante interesse em um produto com possiveis alega¢des funcionais que agregam ainda
mais valor ao produto devido a associagdo a saide e bem estar (Lobo; Dias; Shenoy,
2017)

=)
8
(A) (B)
[
L
Q
=
i
S 2f
@
s
o
1]
o
9
B 1f
QL
8
—k— Controle (100% Cameliia sinensis) 2
—- 25% jambu a
1 000 i 50% jambu g O 1 1 1 1 1 1 1 1
A 75% jambu
—@- 100% jambu o 0 1 2 3 4 5 6 7

800 - Tempo (dias)
600
400

200

Compostos fenodlicos totais (mg EAGIL)

Tempo (dias)

Figura 7: Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT) durante o processo fermentativo
de kombuchas e andlogo de jambu. (A) Teores de CFT em cada dia da fermentagdo. (B)
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Fonte: Proprio Autor
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As formulagdes com jambu apresentaram valores finais entre 209,64+0,74 e
617,58 mg EAG/L (100% e 25% respectivamente), valores maiores que os conteudos
iniciais da etapa fermentativa que compreendem de 120,56+0,85 a 424,09+12,28 mg
EAG/L (100% e 25% respectivamente).

E perceptivel que os teores de compostos fendlicos variaram de acordo com o
andamento da fermentagdo, e que quanto maior a porcentagem de Camellia sinensis,
maior o teor de compostos fenolicos totais na bebida. A formulagcdo 100% jambu € a que
apresenta menor teor de compostos fenolicos totais, seguida pelas formulac¢des 50%,75%
e 25%, apds 7 dias. A formulacgao 25% e 100% jambu foram as que apresentaram maior
indice de aumento desses compostos (Figura 7B). A formulacdao que apresentou o maior
contetido de compostos fenodlicos foi a formulacdo 25%, no dia 6 da fermentagao. Logo,
a associacao dos substratos utilizados nessa propor¢ao habilita uma producao expressiva

de compostos bioativos.

Ao formular analogos com substrato de bioresiduos de acerola, Leonarski (2021)
reportou teores iniciais de compostos fenolicos totais de 264 a 982 mg EAG/L, e uma das
amostras analisadas nesse estudo corresponde ao valor inicial da formulagdo 75%, as
demais sdo maiores que as formulagdes elaboradas com jambu. De acordo com o mesmo
estudo, as amostras de subproduto de acerola tiveram um primeiro ciclo fermentativo de
15 dias, e flutuacdes foram observadas entre os dias 0 e 7 assim, como nas formulacdes
de jambu neste estudo. No dia 7, as formulagdes apresentaram valores na faixa de 265 a
1180 mg EAG/L, apresentando uma estabilidade no contedo mesmo com as flutuacdes
presentes. A formulagdo 100% jambu apresentou valores menores entre todas as

comparagdes com diferenca de aproximadamente 60 mg EAG/L

A estabilidade apresentada nas formulagdes de jambu e bioresiduo de acerola se
apresentam devido a diminui¢do do pH que dificulta a degradacdo de compostos
fenodlicos, havendo um aumento nos dias posteriores de fermentacdo devido a
biotransformacdes de compostos em seus isomeros ¢ a liberagdo de enzimas que em baixo

pH hidrolisa os compostos fendlicos em moléculas menores (Jayabalan et al., 2008).

Ayed e Hamdi (2015), ao analisarem o conteudo de compostos fendlicos totais
em analogo de kombucha usando cacto-pera em seus 12 dias de ciclo fermentativo o
verificaram valores estaveis. No dia 9, apresentou 858 mg EAG/L e no ultimo dia

apresentou teor de 857 mg EAG/L. Os valores de compostos fenolicos para o analogo
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com cacto-pera em geral apresentam maiores conteudos de compostos fendlicos e
betalainas, e ainda assim a maior a taxa de geracdo de compostos ainda pertence a
formulagdo 100% jambu ao levar em consideracdo a razdo entre o dia inicial e final da

fermentacao.

Velincaski et al. (2014) ao utilizar erva cidreira (Melissa officinalis L.) para
realizar um analogo de kombucha (substitui¢ao total de Camellia sinensis), também teve
7 dias na etapa de primeira fermentagao, seu conteudo inicial de 708,6 mg EAG/L sofreu
flutuagdes, assim como as formulagdes preparadas com jambu, o contetido de compostos
fenolicos ¢ de 850,3 mg EAG/L ao final da fermentacdo, valores maiores que as
formulagdes de jambu devido a quantidade maiores na diversidade de compostos na erva
cidreira como 4cido rosmarinico, cafeico, clorogénico, fertlico e quercetina (Cetojevié-

Simin et al., 2012)

As kombuchas elaboradas com erva-mate por Lopes (2019) apresentam
condigdes de preparo de erva semelhantes ao preparo das formulagdes com jambu (10
g/L de erva com adi¢@o de 90 g/L de sacarose) o estudo com erva-mate apresenta 12 dias
de ciclo fermentativo, a formulagdo no dia final mais alta de jambu ¢ a 25% com
617,57£14,27 mg EAG/L enquanto a maior de erva-mate tem valor de aproximadamente

810,3+3,5 mg EAG/L no mesmo dia.

A formulacdo de menor contetido de erva-mate ¢ 432,7 = 3,6 mg EAG/L, ainda
sendo maiores que as demais formulagdes de jambu com excec¢do da 25%. Lopes (2019)
aponta que a concentragdo de compostos fendlicos ¢ dependente da concentracdo de
substrato. As concentragdes de jambu e erva mate utilizadas para a elaboragao das bebidas
de 10 g/L nao ¢ usual, sendo maiores que diversos estudos, para o jambu, essa
concentragdo ainda ndo proporciona teores tao altos de CFT iniciais, porém os aumentos
de CFT entre todos os dias de erva-mate estdo entre 7,2% e 9,6%, aumentos menores que
todas as formulagdes de jambu com excecdo da formulacdo 50% e do proprio controle do

estudo.

Geralmente, os compostos fendlicos encontradas em abundancia na natureza sdo
divididos em 2 grandes grupos, os flavonoides e os acidos fendlicos, ambos de extrema
importancia para a elaboragao de um novo fermentado com caracteristicas funcionais, o

conteudo de flavonoides totais pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8: Teor de Flavonoides Totais (FT) durante o processo fermentativo de
kombuchas e analogo de jambu, em que grafico A corresponde aos valores de FT em cada
dia da fermentacao, e grafico B corresponde a diferenca de cada ponto em relacao ao

conteudo inicial. Valores expressos em mg equivalente de catequina (mg ECAT).

Fonte: Proprio Autor.

Dos resultados obtidos nota-se que a formulagdo controle possui maior teor
inicial de compostos fendlicos e de flavonoides. Esse conteudo sofre alteragdes ndo tao
expressivas em comparagao as outras formulagdes, e ao final da fermentacado, o contetido

apresenta maior taxa de consumo de flavonoides totais entre as bebidas (Figura §B).

As formulagdes 75% e 100% Jambu apresentaram os maiores aumentos nos
teores de flavonoides totais durante a primeira fermentagao das kombuchas neste estudo.
A formulag@o 100% ¢ a que possui o menor contetido de flavonoides totais em 7 dias de

fermentacdo e a que apresenta comportamento de geragcao e consumo mais acentuada.

Ao final do processo, a formulaciao 100% jambu —se encontra com um conteudo

maior que no inicio da fermentagdo indo de 65,03+14,19 para 109,5+0,9 mg ECAT/L.O
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mesmo também pode ser observado para a formulagdo 75% de forma que seus teores sdo
maiores que na formulagcdo 100%, mas observa-se um comportamento de consumo e
sintese menos expressivo. As duas formulagdes aparentam ndo haver grandes distingdes
no conteudo de flavonoides. De maneira geral, a adi¢do de 25% de jambu na formulagdo

de kombucha parece contribuir com os maiores teores de flavonoides totais na bebida.

Tu et. al. (2019) ao investigar as kombuchas elaboradas com soro de soja,
reportaram 111,61 mg equivalentes de rutina /mL. Os autores observaram que o teor de
flavonoides totais ndo apresentaram flutuacdes durante essa etapa de fermentacdo de
fermentagdo, mas no ultimo dia (8°) o teor aumentou para 264,44 mg RE/mL ,. De acordo
com os autores, o aumento do conteudo de flavonoides nas kombuchas elaboradas com o
soro de soja pode estar relacionado com acdo enzimatica do meio. A enzima -
glucosidase ¢ responsavel por sintetizar os compostos disponiveis na fermentagao
juntamente com as mudancas dos 4cidos (Cheng et al., 2013; Sun, Li & Chen, 2015). Esse
mecanismo gera flavonoides combinados, além da produgdo de novos compostos para o
metabolismo microbiano, e esse fator também pode estar ligado as formulagdes de

kombucha.

3.1.3 Monitoramento da Capacidade Antioxidante
A capacidade antioxidante das formulagdes desenvolvidas neste estudo,

conforme os dias de fermentacdo, pode ser visto na Figura 13.
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Figura 9: Valores de Capacidade Antioxidante durante o processo fermentativo de
kombuchas e analogo de jambu, em que grafico A corresponde aos valores de capacidade
antioxidante em cada dia da fermentagdo, e grafico B corresponde a diferenca de cada
ponto em relag¢do ao conteudo inicial. Valores expressos em mmol equivalente de Trollox

(mmol ETt/L). Fonte: Proprio Autor.

Nota-se que a formulagdo 100% jambu, por apresentar menor teor de compostos
fenodlicos e flavonoides exibiu também os menores valores de capacidade antioxidante na

desativagao do radical ABTS.

Durante o processo fermentativo da formulagdao 100%, o dia em que foi
observada a maior capacidade antioxidante para as bebidas foi o segundo (30,52+12,66
mmol ETr/L), diferentemente do dia com maior conteido de compostos fenolicos
(sétimo). O dia de fermentagdo em que as bebidas apresentaram o menor teor de
compostos fenodlicos totais foi o dia 3, e nesse caso, correspondeu ao dia de fermentagao

com a menor capacidade antioxidante.

A formulagdo 50% de jambu apresentou o maior valor de desativacdo de radicais
ABTS durante o processo fermentativo, € esse maior potencial antioxidante foi observado

no dia 4 da fermentacdo, 1 dia apds o maior conteido de compostos fendlicos, mas os
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valores de compostos fendlicos ndo apresentaram alteracdes expressivas no processo,
tendo a menor taxa de producdo, enquanto os valores de capacidade antioxidante

aumentaram consideravelmente.

A fermentagdo controle possuiu valores de capacidade antioxidante maiores em
dias iniciais (1 e 2) e no dia 6, mas ndo foi a que possuiu a maior capacidade antioxidante
de dias isolados de fermentagao incluindo o tltimo dia do processo. Logo, o processo de
extracdo e disponibilidade da Camellia sinensis pode ter sido maior, mas nao favoreceu
a maior capacidade antioxidante dentre as formulacdes, e sim o blend de mesmas

propor¢des de Jambu e Camellia sinensis.

Os anélogos a kombuchas com proporg¢des de soro de soja reportadas por Tu et
al. (2019) apresentaram um potencial antioxidante crescente a medida que a fermentagao
avancava, tendo um aumento da capacidade redutora para 80%, enquanto a formulacao
contendo 50% de soro de soja atingiu 53,07%. Em outro estudo, Leonarski (2021)
apontou o aumento na capacidade antioxidante de 14,8% e 6,6% em kombuchas de
bioresiduos de acerola no fim do ciclo fermentativo, enquanto a formulagdo 100%
desenvolvida nesse estudo apresentou aumento na capacidade antioxidante em

aproximadamente 1,15% em relacdo a sua atividade inicial.

A capacidade antioxidante da formulacdo 100% jambu ndo foi considerada tao
potente quanto as demais formulacdes, mas a mistura 50% apresentou a maior eficiéncia,
e diferentemente dos demais aspectos analisados, os 7 dias de fermentacdo foram
necessarios para a manutengdo do potencial antioxidante dos produtos desenvolvidos

neste estudo.

Por fim, para capacidade antioxidante, a formulagdo 50% no dia 4 apresentou o
maior valor desse estudo com 379,5+1,46 mmolETr/L, e a mesma formulagdo ¢ a que
continua com o maior valor de capacidade antioxidante ao fim da primeira etapa de
fermentagdo,o aumento na propor¢ao de Camellia sinensis influenciou no aumento da
capacidade até a formulacdo 50% tendo baixa desses valores na formulagdo 75% e
controle ,a substituicdo total do substrato tradicional teve o menor valor de capacidade do
estudo no dia 6 com 7,17+2,26 mmolETr/L, sendo a melhor propor¢cdo para essa

propriedade no fim da primeira etapa de fermentacao o blend 50%.
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3.1.4. Aspectos gerais da bebida finalizada apos a segunda fermentagdo (Focus Group)
Como descrito no processo de obtencao de cada bebida, as formulagdes passam
por uma segunda fermentacdo de carater anaerdbio ja em embalagens de seu

armazenamento sem o SCOBY.

Apos as formulagdes estarem prontas para o consumo, o aspecto geral para as
formulagdes foi descrito por um focus group de 10 pessoas sem o conhecimento de qual
amostra representava cada formulagao, a duragao para o levantamento dos aspectos gerais

teve a duracao de 15 minutos.

Para a formulacao 100% jambu, se obteve uma formulacdo amarela, e a mais
clara dentre as formulagdes, foi a que apresentou uma quantidade menor de corpo de
fundo natural de kombuchas, apresentou boa carbonatagdo, sendo visivel espuma e bolhas
no produto. Foi observado um flavor mais azedo entre as formulagdes, e a sensacdo de
“travo”, proveniente da adstringéncia foi observada no produto. A formula¢do 100%
jambu foi caracterizada como um produto doce, com dorméncia bucal mais presente, com
notas olfativas e degustativas de limdo, as notas avinagradas também foram mais
apontadas para essa formulagdo. Essa formulagdo também foi caracterizada como a

menos doce pelo focus group.

Em relagdo a formulacdo 75%, foi observada um amarelo mais escuro, foi
descrita também como mais pungente que a formula¢do 100% jambu, apresentou um
aroma avinagrado, porém leve, a acidez também foi uma caracteristica apontada para a
formulagdo. Essa formulagdo apresentou uma dogura maior, sendo a sensacdo
adstringente e dorméncia do produto apontada com intensidade de leve a média, e foi

apontado notas sensoriais de abacaxi.

A formulagao 50% apresentou uma coloracdo amarela claro, menos limpido que
a formulac¢dao 100% jambu, com viscosidade menor que as demais formulagdes. A bebida
foi apontada como a acidez mais leve entre as formulagdes, com menor sabor residual
entre as formulagdes, mais agradavel que a formulagdo 75% e com aroma mais sutil, notas
sensoriais de chocolate, cerveja e levedo foram descritas para essa formulagdo. Essa
formulacao apresentou menor carbonatagao visual do que as formulagdes anteriores, ao
fim da primeira etapa de fermentagao, os valores de analise de acidez total da formulagao

75% foi menor que a formulacdo 50%, esse fator pode explicar o comportamento do
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apontamento de ser mais agradavel que a formulacdo 50% se os mesmos valores forem

obtidos no produto finalizado.

A formulacdo 25% foi apontada como a mais doce, mais enjoativa devido ao seu
gosto residual, com maior presenca de corpo de fundo proveniente da segunda
fermentacdo, foi apontada adstringéncia para a formula¢do e um aroma leve. Para essa
formulacao, ndo foi apontada presenga tdo significativa de flavor avinagrado e

adstringéncia, e a formulagdo apresentou a menor carbonatagdo visual dentre as demais.

A conclusdo do focus group foi que todas as formulagdes apresentaram zonas de
aceitagdo e rejeicao por parte dos participantes de modo em que elas nao diferiram na
aderéncia afetiva levando em consideracdo a impressao global. Portanto, o que foi
definido foi a aplicagdo da andlise sensorial das 4 formulacdes desenvolvidas para em
estudos futuros comparar o seu desempenho melhorado com a kombucha tradicional de

Camellia sinensis e as comerciais.

3.2. Caracteristicas fisico-quimicos das formulag¢oes desenvolvidas
A Tabela 2 exibe as caracteristicas fisico-quimicas das bebidas obtidas apds a
segunda etapa de fermentacdo, seguido do armazenamento sob refrigeracao (5°C) até

estarem prontas para o consumo.
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Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes desenvolvidas das bebidas a

base de jambu.

Formulag¢do 100% jambu 75% jambu 50% jambu 25% jambu Controle

pH 2.8940,03°  2,93+0,03¢  3,04+0,01®  3,19+0,01*°  3,07+0,02°
AcidezTotal | 15, 17,7380 129214 140  1244542,510 73474274  91,5242.90
(meq NaOH/L)

Acidez
Voldtil meq | 125.72411,33%  93,7347,73°  106,72+3,83° 58,58+2,39¢  65,23+11,01°
NaOH/L)
Acidez Fixa | o 4513470 3547+411,88° 17.74+5.80° 14.8844.87° 26.28+10,59%
(meq NaOH/L)

SST (°Brix) | 10,93+0,20% 10,1+0,1¢ 11,740,001¢  15,07+0,23°  13,5+0,001°

Densidade
(kg/m?)

1,44+0,08°¢  1,40+0,004¢  1,47+0,001°  1,60+0,01*  1,54+0,001°

Dados com teste de Tukey a 5% em que letras diferentes entre linhas infere diferenca estatistica entre as amostras.

Em relagdo ao pH das kombuchas prontas, a formulagao 100% jambu continuou
com o valor mais baixo, decrescendo 0,14 unidades do tltimo dia da primeira fermenta¢ao
para a bebida finalizada. Todos os valores de pH se encontram dentro da legislagdo
vigente (2,5-4,2), as faixas de pH para a formulacao 100% jambu caracteriza o tempo de
fermentagdo como ideal, haja vista tempos maiores de fermentacdo resultariam em um

produto com pH fora do padrao de acordo com a IN 41 do MAPA de 2019.

Os valores de acidez total convergem com os valores de pH obtidos, sendo a
formulagdo de 25% jambu a menos acida, seguida da kombucha controle (Camellia
sinensis). Em termos de acidez volatil, que ¢ o que define a legislacdo de kombuchas
(Instrugdo Normativa 41 do MAPA de 2019), todas as bebidas atenderam os parametros
de 30 a 130 meq NaOH/L, com atenc¢ao apenas para a formulagdo 100% jambu, que esta

quase no limite do parametro.

A formulagdo 50% apresentou maior valor de acidez volatil, mesmo ndo sendo
a formulagdo com maior acidez total. O teor de acidez volatil da formulagao 50% foi 85%
do total de seus acidos, as formulagdes apresentaram teores de acidez volatil de 71% a

85% do valor total de seus acidos, sendo a formulacdo controle a de menor percentual de
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volateis, a acidez volatil ¢ um dos aspectos de qualidade mais importantes em bebidas
fermentadas como vinhos e kombuchas, em vinhos esté ligada a defeitos da fermentagao
pelas cepas Dekkera ou pela Brettnhomyces, em kombuchas ¢ contrario, os

microrganismos sao inoculados e devem estar presentes (Polleto, 2009).

O aumento da acidez volatil nesta esta ligado a atividade das leveduras acéticas
e a producao de seus acidos inerente a fermentacdo (Freer et al., 2002; Polleto, 2009;
Silva, 2021). No presente estudo, a fermentagdo acética se dd em maior proporc¢ao do que
a alcoolica ja na primeira etapa de fermentacao, e na etapa até a estocagem da bebidas de

jambu ela se torna ainda maior, considerando os teores altos de acidez volatil.

O comportamento na primeira etapa pode estar ligado a microaeragdo acordo
com Paludo (2009) atuando as bactérias acéticas, na segunda etapa se vé a atuagdo da
Brettanomyces que foi inoculado ao substrato de acordo com Freer et al., 2002 e Polleto
2009, vale lembrar que os valores obtidos por esse metabolismo microbiano além de estar
ligado intrinsecamente com a qualidade de fermentados, esta ligado a aceitacao sensorial

do produto por quem vai consumir (Silva,2021).

Em termos de solidos soluveis totais, todas as bebidas apresentam um aumento
apds o término da segunda fermentacao, mas nao tdo expressivos, sendo a formulagao
25% a que teve um aumento maior. A legislacdo IN 49 de 2019 ndo estabelece limites
minimos e maximos para sélidos soluveis totais, sendo assim, os cuidados para esse
aspecto se volta para as concentragdes de fonte de carbono usadas, para que suas adi¢des
ou falta ndo provoquem a inibi¢ao das leveduras presentes na segunda etapa e geragdo de

alcool excessiva na primeira etapa que levam a inibi¢ao de bactérias fermentativas.

Com relagdo aos teores de agticares (Tabela 3), assim como os valores de s6lidos
soluveis totais, os valores de agucares totais também tenderam a aumentar ligeiramente e
de forma estavel ap6s o término da segunda fermentacdo. A formulagdo 25% jambu foi a

que exibiu maior teor de agucares totais.
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Tabela 3 - Caracteristicas de fontes energéticas (agucares) das formulacdes

desenvolvidas das bebidas a base de jambu.

Acucares Acucares Acucares Nao Graduacao
Formulacao
Totais (%) Redutores (%) Redutores (%) Alcdolica (%)
100% Jambu 12,20+0,91¢ 1,02+0,02° 11,18+0,89°¢ <0,1¢
75% Jambu 11,011,097 0,69+0,03 ¢ 10,321,067 <0,14
50% Jambu 14,17+0,68 ¢ 1,18+0,01¢ 12,99+0,68 ¢ <0,1¢
25% Jambu 18,53+0,18¢ 0,33+0,01 ¢ 18,20+0,17¢ <0,1¢
Controle 15,31+0,76° 0,92+0,01¢¢ 14,39+0,74° <0,1¢

Dados com teste de Tukey a 5% em que letras diferentes entre colunas infere diferenca estatistica entre as amostras.

Os valores de agucares totais e redutores ao longo desse estudo foram estaveis,
tal estabilidade também aconteceu no estudo de Tu et al. (2019) utilizando soro de soja
nas bebidas, e foi explicada que para os agucares redutores também sdao consumidos pelas
bactérias acéticas produzidas pela hidrélise de sacarose. Os valores de agucares redutores
do presente estudo se assimilaram a estudos disponiveis na literatura como o substrato

rooibos realizado por Gaggia et al. (2019).

Os valores de agucares totais foram maiores que alguns estudos da literatura
como o realizado por Gaggia et al. (2019) e o de erva mate realizado por Paludo (2019),
O mecanismo das mudancas bioquimicas durante a fermentacao com o sistema simbidtico
das leveduras e bactérias ¢ complexo. A ordem o detalhamento das mudancas existentes
ndo sdo compreendidas por inteiro, embora uma série de estudos sobre a composi¢ao

quimica da kombucha esteja avancando periodicamente (Kallel et al., 2012).

Em relacdo a geragdo de etanol (Tabela 3), com a quebra dos so6lidos soluveis
nas kombuchas desenvolvidas nesse estudo, nenhuma producao foi significativa a passar
0,5% para ser considerada alcoolica, todos os valores de etanol ficaram abaixo de 0,1%,
sendo necessario estudos com equipamentos mais sensiveis para identificacdo nas
alteracdes do conteudo de etanol nas kombuchas elaboradas com jambu. Sharifudin et. al.
(2021) reportaram aumento do conteudo etandlico até o quarto dia de fermentagao, e logo

apos, o conteudo foi convertido em acido acético, levando os niveis de etanol a 0,04%.
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De acordo com Sharifundin (2021), na bebida utilizando mamao a levedura D.
bruxellensis convertem a sacarose em etanol e dioxido de carbono.No presente estudo

com as bebidas elaboradas com jambu, a B. bruxellensis pode ter feito essa conversao.

Nas bebidas feita com mamao, a bactéria acética K. rhaeticus se desenvolve e
oxida etanol em 4acido acético, que se torna um dos principais acidos organicos na
kombucha desenvolvida. Nas formulagdes com jambu as bactérias Gluconacetobacter
saccharivorans, Gluconacetobacter rhaeticus podem ter feito a oxidacao do etanol em

acido acético.

As bactérias acéticas oxidam dois catalisadores, alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase, responsaveis pela diminui¢ao do teor de etanol além da atuacdo da
levedura Brettanomyces, e a literatura também reporta que kombuchas produzidas sob
agitacdo produzem menos etanol devido a homogeneizagao com o oxigénio (Sharifundin

et al.,2021).

3.3. Determinacao de compostos bioativos das formulacdes desenvolvidas
Os dados obtidos com relagdo ao conteido de compostos fenolicos totais e

flavonoides totais podem ser encontrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor de compostos bioativos das bebidas desenvolvidas a base de jambu.

Compostos Fenolicos Totais Flavonoides Totais

Formulacao
(mg EAG/L) (mg EC/L)
100% Jambu 49,7+£10.36 48,98+6,28 *
75% Jambu 91,84+2,49° 64,91£1,87°
50% Jambu 130,56+11,99° 75,97+2,58 ¢
25% Jambu 112,55+7,48" 106,95+9,17 <
CONTROLE 348,81+62,20 " 174,10+6,00 ¢

EAG = equivalente de dcido galico; EC = equivalente de catequina. Dados com teste de Tukey a 5% em que letras

diferentes entre colunas infere diferenca estatistica entre as amostras.

Ao analisar os valores de compostos fendlicos e de flavonoides totais percebe-

se que hd uma reducdo expressiva com relagdo a bebida controle. A formulacdo controle
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ainda apresentam os maiores teores de compostos fenolicos e flavonoides totais, sabendo
que antes os valores variaram entre 209,64 e 715,48 mg EAG/L agora corresponde a uma
faixa de 49,7 a 348,81 mEg/L. O mesmo comportamento foi observado para os teores de
flavonoides totais, em que a faixa ao término da primeira fermentagcdo compreendia entre

104,97 e 225,65 mg EC/L, e na bebida final variou de 48,98 a 174,10 mg EC/L.

Abuduaibifu & Tamer (2019) também identificou uma redugdo nos contetudos
de compostos fendlicos em bebidas com os berries, mas a reducdo nao chega ser
expressiva como nas formulacdes de jambu, enquanto as formulagdes feitas com alho e
vinagre por Pure & Pure (2016) teve reducdes maiores nos contetidos de compostos

fenolicos em relagdo ao seu conteudo inicial, assim como as formulagdes de jambu.

Essas redugdes sdo explicadas também pela continuidade do metabolismo
microbiano do consoércio que ainda libera suas enzimas e dcidos no processo fermentativo,
sendo que uma acidez muito elevada do meio comeca a degradar compostos fenolicos
mais sensiveis durante a estocagem do produto (Jayabalan et al.,, 2014). Logo, elevados
teores de acidez total podem ter interferido negativamente no contetido dos compostos

bioativos das formulagdes, diferentemente da primeira etapa de fermentacao.

As mudancas nos perfis dos compostos fenolicos discutidos podem ser

observadas nas figuras a seguir (Figura 10):
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Figura 10: Cromatogramas, obtidos por HPLC-DAD a 270 nm, dos perfis de compostos
fenolicos: (A) formulagdo 50% jambu; e (B) formulagdo 100% jambu. Legenda: linhas
em preto = dia 1 de Fermentacdo, linhas em azul = dia 4 de fermentagdo, e linhas em

verde = dia 7 de fermentagao.
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Nessas imagens plotadas apenas para fins ilustrativos, o perfil de compostos
fenolicos durante a fermentacdo sugere um aumento da intensidade de alguns compostos
representados pelos picos ao decorrer da fermentagdo, bem como o surgimento de novos
compostos na formulacdo 50% jambu (Figura 10a). Na formulagao 100% jambu (Figura
10b), o que aparenta ¢ a diminui¢ao das intensidades dos picos, porém com um nimero

maior de compostos formados no decorrer dos dias de fermentagao.

3.4. Capacidade antioxidante das bebidas desenvolvidas

Os resultados da capacidade antioxidante para as bebidas formuladas nesse

estudo podem ser encontrados na Tabela 5.

Tabela 5: Potencial antioxidante das formulacdes desenvolvidas das bebidas a base de

jambu.
Formulacao ABTS PPPH
(mmol trollox/L) (mmol trollox/L)
100% Jambu 3,1+0,47° 4,38+0,66*
75% Jambu 8,65+1,47% 12,19+2,08%
50% Jambu 59,31+9,19° 83,64+12,95"°
25% Jambu 66,22+2,80° 93,28+3,95°
Controle 83,93+1,53°¢ 118,37+2,16¢

Dados com teste de Tukey a 5% em que letras diferentes entre colunas infere diferenca estatistica entre as amostras.

Durante a 1* fermentacdo, a formulacdo 50% apresentou maior capacidade
antioxidante em comparac¢ao com a formulagdo controle. Ao término da 2* fermentagao,
a formulag@o controle assumiu a maior capacidade antioxidante, e a formula¢do de menor
potencial antioxidante continua sendo a 100% jambu, tanto no método de DPPH quanto
ABTS, esses valores coincidem com os resultados obtidos do conteudo de compostos
fendlicos

Januario (2020) concluiu que o aumento da porcentagem em massa de SCOBY
adicionado teve efeito negativo no potencial antioxidante de kombucha elaborada com
Hibiscus sabdariffa. Assim como os compostos fendlicos que foram degradadas pela

quantidade de acido orgéanicos e outros metabdlitos gerado pelos microrganismos, uma
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alta atividade microbiana durante a producdo da bebida pode vir a impactar o potencial

antioxidante observado.

3.5. Aspectos Microbioldgicos
Os dados microbiologicos das formulagdes desenvolvidas nesse estudo podem

ser observadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Aspectos microbiologicos das kombuchas adicionadas de 25, 50, 75% de

jambu e da bebida fermentada anéloga elaborada com 100% jambu.

Bactérias Bolores e

Aerobias Leveduras/Placa Coliformes

Formulagao Mesofilas  para Contagem Totais Salmonella/Shigella
_BAM Padrio — (NMP)
(UFC)  BL/PCD (UFC)
100% jambu 1,64 x 10° 2,71 x 10* Ausente Ausente
75% jambu 1,10x 10° 1,27 x 10* Ausente Ausente
50% jambu 1,89 x 10* 1,32 x 10* Ausente Ausente
25% jambu 1,20 x 10* 7,09 x 10° Ausente Ausente

Atestando a seguridade da bebida, ndo houve nenhuma presenca de coliformes
e nem de salmonella ou shigella, sendo necessarios estudos futuros para investigar a
inibicado microbiana dessas cepas em contato com os compostos bioativos da kombucha

que possuem atividade antimicrobiana.

Para aerébios mesofilos, fungos e leveduras ndo ha nenhum parametro de
unidades formadoras de colonia na bebida preconizado pela legislagdo sendo permitido
seu consumo com os resultados obtidos, de acordo com as andlises a quantidade de
microrganismos teve tendéncia de aumento de acordo com a substitui¢do da Camellia

sinensis pelo jambu.

Lopes (2019), utilizando erva-mate como substrato, reportou valores de 6,4 x

10* para bactérias totais e 5,4 x 10° para bolores e leveduras ao término da fermentagio,
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sendo esses valores menores que as bebidas elaboradas com jambu, provavelmente
devido as diferengas na composicdo do SCOBY. Além disso, Lopes (2019) atestou a
atividade antimicrobiana de seu substrato, e teve resultado positivo de inibi¢cdo para as
cepas de E. coli e S. aureus, em todas as formulagdes de seu estudo. Portanto, a atividade
antimicrobiana das bebidas elaboradas com jambu deverdo ser futuramente investigadas,

uma vez que foi verificada a auséncia de E.coli neste estudo.

3.6. Avaliacao Sensorial das bebidas

De acordo com a analise sensorial realizada com as bebidas desenvolvidas, do o
perfil dos participantes foi caracterizado como sendo 57,5% do sexo masculino, e 42,5%
do sexo feminino. Com relacdo a faixa etaria, 75% dos participantes corresponderam a
faixa etaria de 18 a 25 anos, 17,5% corresponderam a faixa de 26-35, 6,67% da faixa
etaria de 36-50 anos, e por fim, 0,84% representam os participantes com mais de 50 anos.
Do perfil dos participantes, ainda podemos inferir que 58,4% possuiam ensino superior
incompleto, 32,5% corresponderam aos participantes com ensino superior completo, e

por fim, 9,17% da populacao apresentavam ensino médio completo.

Em aspectos de preferéncia afetiva e consumo de jambu e kombucha, 32,5% dos
participantes indicaram “gostam muito” de jambu, 25,84% “gostam moderadamente”,
16,67% “gostam ligeiramente”, 13,34% “nem gostam e nem desgostam”, 6,67%
“desgostam ligeiramente”, 4,17% “desgostam muito de jambu” e por fim 0,84%
“desgostam moderadamente”. Com relacdo a frequéncia de consumo, 36,67% dos
participantes consomem jambu de forma mensal, 27,5% consomem jambu
semestralmente, 18,34% nunca consomem ou consumiram jambu, 15% consomem jambu

quinzenalmente, e por fim, 2,5% consomem 2 a 3 vezes por semana.

Com relacdo a kombucha, 87,5% dos participantes nunca consomem ou
consumiram kombucha, além de indicar “ndo gostarem e nem desgostarem”, 5,84% ainda
consomem o produto de forma mensalmente e gostam moderadamente do produto, 5%
consomem semestralmente e gostam ligeiramente do produto, e por fim, 1,67% gostam

muito do produto e consomem o produto quinzenalmente.

Os dados sobre os atributos sensoriais obtidas pela escala hedonica aplicada na

andlise sensorial podem ser observados na Figura 11.
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Atributos Sensoriais - Escala hedonica
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Figura 11 - Atributos sensoriais obtidos da escala hedonica aplicadas na analise sensorial

das kombuchas e andlogos 25, 50, 75 e 100% jambu.

Com relagdo ao atributo cor, o perfil dos julgadores (provadores nio-treinados)
tiveram uma preferéncia afetiva maior para a formulacao 75% jambu (6,05) e menor para
a formulag@o 100% jambu (5,72), e isso significa que os julgadores indicaram entre “nem
desgostar ou gostar da cor” e “gostar ligeiramente™ da coloracdo das bebidas. As bebidas
apresentaram colora¢do amarelo vivida nas formulagdes com maior proporcao de jambu,

e um amarelo mais escuro nas que continham um percentual maior de Camellia sinensis,

como indicado na Figura 12.

(A) B) © (D)

Figura 12: Formulagdes desenvolvidas para consumo em que (A) formulacio 25%, (B)

formulagdo 50%, (C) formulagao 75% e (D) formulagdo 100% jambu.
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No atributo aparéncia, para todas as formula¢des, os julgadores indicaram “nem
gostaram e nem desgostaram”, com médias entre 5,65 na formulagdo 50% jambu e 5,99
na kombucha 25%. A aparéncia da kombucha ¢ um aspecto mais complexo para ser
avaliado devido aos corpos de fundo que se formam nas garrafas durante a segunda
fermentagdo e armazenamento. Mesmo que os corpos de fundo sejam pequenos, ¢ um
aspecto que causa estranheza no consumo do produto por parte dos participantes, e as
amostras foram diferentes estatisticamente.

Ao avaliar o aroma das kombuchas elaboradas, foram observadas as notas mais
baixas da andlise sensorial, sendo um aspecto ainda mais complexo do que a aparéncia,
pois quando o aroma do produto remete a algo que ndo esta bom para o consumo, por ter
notas olfativas fortes da fermentagdo, ele remete a “algo velho” ou “que estd
apodrecendo” para os consumidores ndo usuais do produto. Mesmo com esse entrave, as
notas mais baixas pertenceram a formulagcdo 50% com 4,91 e 5,55 para a formulagdo
75%, e isso posiciona as kombuchas em uma defini¢do de “desgostar ligeiramente™” da
formulagdo 50% e “nem gostar ou desgostar” para as demais formula¢des com diferenga
estatisticamente significa (p < 0,05).

Um dos aspectos mais importantes para as bebidas desenvolvidas ¢ o sabor, e
nesse atributo nenhuma das formulagdes obteve médias que colocassem a preferéncia
afetiva em zona de rejeicdo. As médias foram observadas entre 5,09 (50% jambu) e 6,17
(75%, jambu), enquanto para as formulagdes 50% e 100% de jambu, os julgadores
indicaram “nem gostei e nem desgostei” do produto, e para as formulagdes 25% e 75%
de jambu, os julgadores indicaram “gostei ligeiramente”, com diferenga estatisticamente
significa (p < 0,05).

A viscosidade do produto também foi concentrada em uma zona de aceitagdo em
todas as formulag¢des, com os provadores indicando “gostei ligeiramente”, estando as
médias entre 6,09 (100% jambu) e 6,43 (75% jambu). A viscosidade de um produto esta
indiretamente ligada com a carbonatacao do produto € o quao densa ou nao esta a bebida.
A bebida com maior viscosidade, segundo os provadores, foi a que continha25% jambu,
e a com menor viscosidade foi a 75% jambu, mas tal fato ndo descreve exatamente a
escolha dos participantes ao mostrar a sua preferéncia afetiva nesse atributo.

Por fim, a impressao global de um produto ¢ a avaliagdo da combinagao de todos
os atributos analisados previamente pelos participantes. A kombucha com melhor
desempenho na sensorial foi a formulagdo 75% (6,31), indicada como “gostei

ligeiramente, a formulagdo 25%(6,07) e 100% (5,75) também foram indicadas como
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gostei ligeiramente, a formulacdo 50% (5,46) foi a de menor desempenho tendo indicagao
de “nem gostei e nem desgostei” da bebida , esses valores de andlise sensorial sdo
satisfatorios, pois a analise foi realizada com um grande ntimero de provadores nio
treinados e que tinham pouco contato com produto, e se trata de um produto novo com

primeiras formulacdes com sensorial nesse estudo.

Os dados sobre os atributos sensoriais obtidos pela escala do ideal aplicada na

analise sensorial podem ser observados na Figura 13.

Idealidade - Escala do ideal

Pungéncia
4

e 25%
50%
75%
100%

Sabor de Jambu Acidez

Figura 13 - Atributos sensoriais obtidos da escala do ideal aplicadas na andlise sensorial

das kombuchas e andlogos 25, 50, 75 e 100% jambu.

A idealidade de alguns atributos chaves de um produto ajuda a identificar o que
pode estar havendo na dificuldade da preferéncia afetiva dos provadores nao-treinados ao
fim do primeiro consumo do produto. O primeiro atributo analisado pelos participantes
em relacdo a idealidade foi a pungéncia, ou seja, a sensacao incomoda causada pelo gas
carbonico em bebidas carbonatadas. A formulacdo 25% jambu foi identificada como a
menos pungente, logo a mais ideal de acordo com os participantes, enquanto a 50% jambu
foi descrita como a menos ideal. A idealidade com relacdo a pungéncia foi

estatisticamente diferente entre as amostras (p < 0,05).
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O segundo atributo foi a acidez, um atributo também complexo que esta
diretamente ligado a aceitacdo afetiva do sabor do produto. A formulagdo mais ideal, de
acordo com os participantes, foi a 25% jambu (0,95), e a menos ideal foi a 50% jambu
(1,55). Com excecdo da bebida com 25% jambu, as demais formulagdes foram
consideradas com acidez ligeiramente mais forte que o ideal, sendo estatisticamente

diferentes entre si (p < 0,05).

O ultimo atributo foi o reconhecimento do sabor de jambu nas bebidas. Todas as
formulagdes foram consideradas como ideal, sendo a formulacdo 50% jambu a que
apresentou melhor resposta de idealidade (0,075), de acordo com os participantes. A mais
distante de uma idealidade foi a formulacdao 100% jambu, sendo considerada a com mais

sabor de jambu, estatisticamente as amostras foram diferentes significativamente.
Os dados sobre a inten¢ao de compra de cada formulacio desenvolvida pode ser

observada na Figura 14 a seguir.

Intencdao de compra

3,5

2,5

1,5

0,5

0
25 50 75 100

Figura 14 - Intencdo de compra obtidas da analise sensorial das kombuchas e analogos

contendo 25, 50, 75 e 100% jambu.

w

N

[N

De forma geral, e com base nas andlises de preferéncia afetiva e idealidade, os
provadores nao-treinados indicaram que “nem gostaram e nem desgostaram” das bebidas
elaboradas. Quanto a intengdo de compra, as formulagdes contendo 25 e 75% jambu
apresentaram os melhores resultados, sendo a formulagao de 75% a com maior potencial

de intengdo de compra.
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3.7. Monitoramento qualitativo (ilustrativo) do perfil de compostos fenolicos

O perfil de compostos fendlicos obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para os produtos consumidos pelos provadores ndo treinados tiveram uma

resposta melhor no comprimento de onda de 270 nm, e pode ser observado na Figura 15.

1000

200

800

700

600

500

mAU

400

300

200 u

100

T |
0

00 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Minutes

Figura 15: Perfil cromatografico, obtido por HPLC-DAD a 270 nm, de compostos
fendlicos de bebidas fermentadas elaboradas no estudo. Legenda: linha preta =
kombucha tradicional (Camellia sinensis); linha verde= 25% jambu, linha azul = 50%

jambu, linha marrom = 75% jambu, e linha vermelha = 100% jambu.

De acordo com o perfil qualitativo-ilustrativo de compostos fenolicos (Figura
15), temos que a formulagao tradicional exibiu uma intensidade bastante expressiva de
compostos fendlicos disponiveis para o consumo. No entanto, as formulagdes adicionadas
de 50% e 75% de jambu apresentaram um perfil condizente com a mistura dos mesmos
compostos oriundos da C. sinensis em alta intensidade, junto com demais compostos

provenientes do jambu.

Ja o perfil de compostos fenolicos da formulagdo 100% jambu apresenta
apresenta apenas os compostos oriundos do jambu, como esperado, e em uma intensidade

muito menor do que as demais. No entanto, ainda com a ressalva de ter sido a formulacao
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com maior taxa de geragao de compostos fenolicos. Dessa forma, estudos aprofundados

sobre a estabilidade desses compostos podem vir a ser o alvo de novas pesquisas futuras.

No perfil de compostos fendlicos da formulagdo 100% jambu, foram detectados
45 picos de compostos passiveis de identificacdo e quantificagdo. Na formulagdao 50%
jambu foram detectados 42 picos. A identifica¢do do perfil de compostos fendlicos nessas
amostras estdo em uma perspectiva de ser realizado por técnicas mais avancadas, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos e

espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS), em pesquisas futuras.

4. Conclusao

As diferentes concentragdes de jambu na elaboracao de kombuchas ou andlogos
atenderam parametros de padrao de identidade e qualidade (PIQ) em sua primeira etapa
de fermentagao, sendo possivel sua utilizagdo para a produ¢do de uma bebida pronta. Em
termos de pH, acidez e s6lidos soluveis totais, a formulacdo que apresentou velocidade
maior durante a fermentacdo nesses parametros foi a kombucha 100%. Em termos de
compostos fenolicos, flavonoides e antioxidante o blend de 50% teve um destaque maior
que as demais formulagdes incluindo a controle. De acordo com os teores de agucares
analisados, a sacarose nao foi assimilada totalmente pelos microrganismos e os agucares
redutores ainda podem ter sido assimilados em outros metabolitos. Os valores de
compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante necessitam do tempo de 7
dias para atender uma taxa de producao expressiva nas formulagdes, sendo necessarios
estudos com tempos maiores de fermentacdo para verificagdo da continuidade do
aumento desses compostos. Ja ao analisar a bebida ao término da segunda fermentacao
obteve-se um produto que atende a legislacdo e de fato tem um PIQ de uma bebida
fermentada kombucha ou analoga do ponto de vista fisico-quimico, no entanto percebe-
se a degradacao dos compostos fenolicos, especialmente nas formulagdes que levam mais
jambu ou tem apenas jambu nessa etapa, sendo necessario estudos de como evitar a
degradacdo desses compostos para que os valores expressivos da primeira fermentacao
chegue viavel no armazenamento. Dos testes sensoriais a formulagdo 75% jambu foi a

mais aceita sensorialmente € com maior inten¢ao de compra.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As diferentes concentragdes de jambu na elaboragdo de kombuchas ou andlogos
atenderam parametros de padrao de identidade e qualidade (PIQ) em sua primeira etapa de
fermentagdo, sendo possivel sua utilizagdo para a produgao de uma bebida pronta.

Em termos de pH, acidez e sdlidos soluveis totais, a formulagdo que apresentou
velocidade maior durante a fermentagdo nesses parametros foi a kombucha 100%. Em termos
de compostos fendlicos, flavonoides e antioxidante o blend de 50% teve um destaque maior
que as demais formulagdes, incluindo a controle.

Ao analisar a bebida ao término da segunda fermentagdo, obteve-se um produto que
atendeu a legislacdo, e de fato, tem um PIQ de uma bebida fermentada kombucha ou analoga
do ponto de vista fisico-quimico. No entanto, percebe-se a diminui¢do da presenga expressiva
dos compostos fenolicos quando misturados com jambu.

Entre os testes sensoriais, a formulacdo 75% jambu foi a mais aceita sensorialmente e
com maior inten¢do de compra. Nao foram detectados microrganismos patogenos, ainda ndo ha
parametros para a contagem de leveduras e bactérias aerobio mesoéfilas das formulagdes. A
bebida elaborada foi um fermentado borbulhante, amarelo, limpido e citrico que tem com
melhorias potencial de mercado.

Para as perspectivas de estudos futuros, o produto podera ser elaborado sem a etapa de
segunda fermentagdo porém com verificagdo da estabilidade e obtenc¢do da gaseificacdo obtida
nessa etapa em tempos de armazenamento diferentes como 7, 15, 30 e 60 dias, ainda vale
lembrar que como o produto 75% teve potencial de mercado, testes de preferéncia com a
kombucha tradicional e também com comerciais também se enquadra nas perspectivas. Além
disso, uma das maiores perspectivas ¢ a completa identificagdo dos compostos fendlicos por
espectrometria de massas e a quantificagdo de outros compostos bioativos do jambu, como o

espilantol.
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Anexo I: Ficha formulada para a andlise sensorial

Termo de Consentimento Livra Esclarecido

Projeto: Bebida Fermentads tipo Kombucha a base de Acmella Oleracez

Convidamos vocé a participar de uma anzlise sensorial de bebida fermentada tipo Kombucha. Essa znalize faz parts de um projeta do Programa de
Pés-Graduagio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — PPGCTA, da Universidade Federal do Para. Portanto, == vocé tiver alzum problema com refacio 3 ingestSo
de Bebidas Fermentadas, Jambu ou Camelliz Sinensis; como alergia ou problemas gastrointestingis, MNAD podera participar dos testes. A sua identidade serd
preservada. Caso concorde em participar, por favor, assine o seu nome 2baixo, indicando que leu e compreendew a natureza e o procedimento do estudo e gue

todas as dividas foram esclarecidas.

Data___ | i MName:
Assinatura:,
MOME: SEXO: ML} F{)
FAIXA ETARLA: L )18-253nos ( ) 26-35anos ( ) 36-30anos | ) mais de 30 anos ESCOLARIDADE:
Marque com um X na escala abaixo o quanto vocé gosta ou [ ) Nem gosto nem desgosto
desgosta de jambu.
L ) Gosto muito | ) Desgosto ligeiramente Indique a frequéncia que vocé consome produtos com jambu:
[ } Gosto moderadamente { } Desgosto moderadamente [ | Digriamente | )} Mensalmente
[ ) Gosto ligeiramente { | Desgosto muito L} 2a3vezes/semana [ }Semestraimente
L} Nem gosto nem desgosto L ) Quinzenalmente { )} MNunca
Marque com um X na escala abaixo o quanto vocé gosta ou
desgosta de kombucha. Indique a frequéncia que vocé consome produtos com Kombucha;
L ) Gosto muito { ) Desgosto ligeiramente [ ) Digriamente { )} Mensalmente
[ ) Gosto moderadamente { )} Desgosto moderadamente L) 2a3vezesfsemana [ }Semestraimente
L} Gosto ligeiramente { } Desgosto muito L} Quinzenalmente [} Munca

Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas utilizando a escala abaixo.

. Gostel muitizsimo

. Gostei mu im-|

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. Mem gostel nem desgostei
. Desgostel ligeiraments

. Desgostel moderadamente
. Desgostei muito

. Desgostei muitissimo

[ LSS I R B RN R Ve ]

AMOSTRA COR APARENCIA AROMA SABOR VISCOSIDADE  IMPRESSAQ GLOBAL

Por favor, prove a amastra e indique, utilizando a escala abaixo, O QUAD IDEAL estdo os atributos citados.

+4 Extremamente MAIS forie gue o ideal

+3 Muito MAIS forte que o ideal

+2 Moderadamente MAIS forte que o ideal
+1 Ligeiramente MAIS forte gue o ideal

0 Ideal

-1 Ligeiramente MENOS forte gue o ideal

-2 Moderadamente MENOS forte que o ideal
-3 Muito MENOS forte que o ideal

-4 Extremamente MENOS forte gue o ideal

AMOSTRA  PUNGENCIA/CARBONATAGED ACIDEZ SABCR DE JAMBLU
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Assinale para cada amostra, qual seria a sua atitude quanto & compra do produto usando a escala abaixo:

5. Certamente compraria L} ] [ [ [l

4. Provavelments compraria [y [} (] [

3. Tenho dividas se mmpraria o) [ ] R ) [ ]

2. Provavelmente ndo cumprarl&={= :l (] { (I
(B {

1.Certamente ndo compraria

Comentarios:

ANEXO Il — Cromatogramas de cada formulagdo

Kombucha Controle FINAL
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270 nm — preto 320 nm —verde 360 nm - azul
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Kombucha 25% Jambu:

1000

a00

200

700

600

500

400

200

200

6 a 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 483 8O
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Kombucha 50% Jambu
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Kombucha 75% Jambu
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Kombucha 100% Jambu
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