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RESUMO

Kombucha é uma bebida resultante da fermentacao de cha adogado, tradicionalmente elaborada
a partir da Camellia sinensis. Seu consumo tem sido associado a efeitos benéficos a saude
humana, atribuidos a presenca de compostos bioativos. A adicdo de matérias-primas a
kombucha origina bebidas com caracteristicas quimicas e sensoriais Unicas. O presente estudo
teve como objetivo elaborar e caracterizar kombuchas com adi¢ao de malvarisco, saborizadas
com sucos de frutas. Foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas, 0os compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante das folhas de malvarisco. Utilizando-se planejamento
experimental, foram definidas as formulac¢des da bebida para o estudo. Com base nas condigdes
de tempo e concentragdo de malvarisco, em fun¢ao dos parametros fermentativos, foi definida
a formulagdo da kombucha base - KB (com malvarisco), e para fins de comparagao, a kombucha
controle - KC (sem malvarisco). KB foi adicionada de sucos de abacaxi (KA), de pitaya (KP)
e de melancia (KM). As bebidas foram avaliadas quanto aos pardmetros fisico-quimicos, teor
de compostos fenolicos, perfil antioxidante, toxicidade, padrdes microbioldgicos e
caracteristicas sensoriais. As folhas de malvarisco apresentaram 94,30 g 100 g de umidade,
5,2% de acidez total, 4,7 de pH, 2,8 °Brix para sélidos solaveis e 1,14 g 100 g”! para cinzas. Os
parametros de cor indicaram que as folhas apresentam coloragdo verde intensa com alta
saturagdo. Foram obtidos para o malvarisco 17,81 e 15, 68 mg AGE 100g™ de compostos
fenolicos, 1,71 mg QE 100g°1 de flavonoides, 46,03% de inibi¢ao de DPPH, 39,60% de inibi¢ao
pelo método de DPPH modificado, e 46,36 mg Fe (II) E 100 g! de atividade antioxidante por
FRAP. As bebidas saborizadas apresentaram aumento do pH apds adigao dos sucos, com
valores de 3,72 para KA, 4,33 para KM e 4,15 para KP. O maior valor de acidez volatil (45, 75
mEq. L) foi observado para KA. Os parimetros de cor CIELab foram influenciados
significativamente (P < 0,05) pelo suco de pitaya na KP. Dentre as bebidas fermentadas, KA se
destacou das demais bebidas saborizadas nos ensaios de compostos fenolicos por Folin-
Ciocalteu (312,33 mg AGE L), por Azul da Prissia (306,57 mg AGE L) e por FRAP
(1248,26 mg Fe (INE L). Oito compostos fendlicos foram detectados nas kombuchas, com
maior concentragdo para o acido fertalico em KB, e os acido clorogénico e acido galico em KA.
As formulagdes testadas nio apresentaram toxicidade nas concentragdes de 4; 20 e 40 mg Kg!
nos testes toxicologicos no modelo zebrafish, assim como atenderam aos padroes
microbiologicos vigentes. As médias dos atributos sensoriais de KA para sabor (7,00), aroma
(6,80) e aceitacao global (7,06) foram maiores e diferiram significativamente (P < 0,05) dos
outros tratamentos, refletindo uma boa intengdo de compra pelos avaliadores e indice de
aceitabilidade satisfatorio. Dessa forma, o malvarisco consiste em uma matéria-prima viavel na
fermentagdo da kombucha, e sua saborizagdo com suco de frutas, principalmente de abacaxi,
contribui para a melhor aceitagdo sensorial.

Palavras-chave: Bebida fermentada, Compostos bioativos, Perfil sensorial, Condi¢des

fermentativas.



ABSTRACT

Kombucha is a drink resulting from the fermentation of sweetened tea, traditionally made from
Camellia sinensis. Its consumption has been associated with beneficial effects on human health,
attributed to the presence of bioactive compounds. The addition of raw materials to kombucha
produces drinks with unique chemical and sensory characteristics. The aim of this study was to
produce and characterize kombuchas with added malvarisco, flavored with fruit juices. The
physicochemical characteristics, phenolic compounds and antioxidant capacity of malvarisco
leaves were determined. Using experimental planning, the drink formulations for the study were
defined. Based on the time conditions and concentration of malvarisco, depending on the
fermentative parameters, the formulation of the base kombucha - BK (with malvarisco) was
defined, and for comparison purposes, the control kombucha - CK (without malvarisco). BK
was added with pineapple juice (AK), pitaya juice (PK) and watermelon juice (MK). The drinks
were evaluated in terms of physicochemical parameters, phenolic compound content,
antioxidant profile, toxicity, microbiological standards and sensory characteristics. The
malvarisco leaves had 94.30 g 100 g of moisture, 5.2% total acidity, 4.7 pH, 2.8 °Brix soluble
solids and 1.14 g 100 g! of ash. The color parameters indicated that the leaves were an intense
green color with high saturation. Malvarisco obtained 17.81 and 15.68 mg GAE 100g" of
phenolic compounds, 1.71 mg QE 100 g! of flavonoids, 46.03% DPPH inhibition, 39.60%
inhibition by the modified DPPH method, and 46.36 mg Fe (II) E 100 g! of antioxidant activity
by FRAP. The flavored drinks showed an increase in pH after adding the juices, with values of
3.72 for AK, 4.33 for MK and 4.15 for PK. The highest volatile acidity value (45, 75 mEq. L~
1) was observed for AK. CIELab color parameters were significantly influenced (P < 0.05) by
pitaya juice in PK. Among the fermented drinks, AK stood out from the other flavored drinks
in the tests for phenolic compounds by Folin-Ciocalteu (312.33 mg GAE L), Prussian Blue
(306.57 mg GAE L) and FRAP (1248.26 mg Fe (II)E L"). Eight phenolic compounds were
detected in the kombuchas, with the highest concentration for ferulic acid in BK, and
chlorogenic acid and gallic acid in AK. The formulations tested showed no toxicity at
concentrations of 4; 20 and 40 mg Kg™! in the toxicology tests on the zebrafish model, as well
as meeting current microbiological standards. The averages of the sensory attributes of AK for
flavor (7.00), aroma (6.80) and overall acceptability (7.06) were higher and differed
significantly (P < 0.05) from the other treatments, reflecting a good intention to buy by the
evaluators and a satisfactory acceptability index. Thus, malvarisco is a viable raw material for
fermenting kombucha, and its flavoring with fruit juice, especially pineapple, contributes to
better sensory acceptance.

Keywords: Fermented drink, Bioactive compounds, Sensory profile, Fermentation conditions.
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Food and Drug Administration (Administragdo de Alimentos e Medicamentos)
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Kombucha Controle
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KP Kombucha pitaya
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo ¢ uma pratica antiga para preservar ¢ modificar alimentos. Além de
melhorar a durabilidade, a seguranca e as caracteristicas sensoriais, a fermentagao pode ainda
aumentar o valor nutricional dos alimentos (Marco et al., 2017). Durante a fermentagao, os
microrganismos produzem vitaminas que atuam facilitando a regulacdo a absor¢ao de minerais,
assim como moléculas bioativas que reduzem a permeabilidade da barreira intestinal e
favorecem a absor¢ao dos nutrientes nos alimentos (Sanlier; Gokcen; Sezgin, 2019).

Os compostos bioativos sdo substancias originadas dos metabolitos secundarios das
plantas, produzidas por meio de vias metabolicas secundérias. Embora nao sejam classificados
como nutrientes, desempenham um papel importante na reducdo dos riscos de doengas,
contribuindo, assim, para a promogao da saude dos individuos. (Bao et al., 2019). A exemplo,
pode-se citar os isoprenoides, compostos fenolicos, acidos graxos e aminoacidos essenciais,
fibras, entre outros. Esses compostos exercem varias agdes do ponto de vista bioldgico, tais
como: atividade antioxidante, modulacado de enzimas de destoxificacao, estimulagao do sistema
imune, reducdo da agregacao plaquetdria, atividade antibacteriana e antiviral (Sir6 ef al., 2008).

Antioxidantes podem ajudar na prevencao e na reparacao de prejuizos causados pelo
estresse oxidativo, que ocorre quando os radicais livres (moléculas instaveis) produzidos em
excesso superam as defesas naturais do organismo, resultando em danos ao DNA, reacdes com
lipidios das membranas celulares (contribuindo para doengas cardiovasculares) e modifica¢des
estruturais das proteinas, favorecendo o envelhecimento celular e o desenvolvimento de
doencas cronicas. Ou seja, os antioxidantes possuem a capacidade de reagir com os radicais
livres por meio da doagdo de elétrons, resultando na sua estabilizagdo sem se tornarem instaveis
ou livres, protegendo o organismo do estresse oxidativo (Jayabalan ef al., 2014).

Dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) mostram que 80% da populacdo
mundial faz uso de plantas na amenizagao ou cura de doencas (Zeni et al., 2017). Assim, nos
ultimos anos, tem-se verificado um grande avango cientifico no entendimento do mecanismo
de acdo de compostos presentes nas plantas de potencial medicinal, como, por exemplo, os
flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos e lignanas. Dentre as plantas
populares e ndo convencionais encontra-se o malvarisco.

Popularmente conhecido como malvarisco, malvarigo, hortela da folha grossa, hortela
da folha grauda, orégano e orégano francés, o Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng,
pertencente & familia Lamiaceae, é comumente encontrado em tropicos quentes como Asia e

Africa, com boa adaptacao no Brasil. Possui fitoquimicos que t€m muitos efeitos positivos para
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a humanidade e apresenta propriedades antioxidantes, antitumorais, antiepilépticas,
cicatrizantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e analgésicas (Arumugam; Swamy; Sinniah,
2016; Donno et al., 2021; Nguyen et al., 2020; Silva et al., 2020).

A pesquisa das espécies pertencentes ao género Plectranthus concentra-se
principalmente no isolamento de diterpendides e na andlise de suas propriedades
farmacoldgicas. A presenca constante de acido caféico e acido clorogénico ¢ observada na
familia Lamiaceae, sendo o acido clorogénico considerado universal nessa familia, enquanto o
acido rosmarinico ocorre de forma mais restrita, limitando-se a subfamilia Nepetoideae. Além
disso, o género Plectranthus é notavel por sua abundancia de 6leos essenciais (Abdel-Mogib et
al., 2002; Lukhoba et al., 2005). Esses compostos bioativos tém despertado interesse devido
aos potenciais beneficios a satde, nao apenas em fitoterapicos, mas também em alimentos e
bebidas funcionais.

Além das plantas, muitos alimentos fermentados apresentam caracteristicas bioativas,
como a kombucha, uma bebida fermentada reconhecida por seus potenciais beneficios a satude.
A kombucha é uma bebida resultante da fermentacdo de cha adogado, tradicionalmente
preparado com folhas de Camellia sinensis. O processo fermentativo utiliza uma cultura
simbiotica de bactérias e leveduras, conhecida como SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria
and Yeasts), que atua como indculo para a fermentagdo (Coelho et al., 2020).

O consumo de kombucha tem sido associado a diversos efeitos na saude, tais como: a
redu¢do dos niveis de colesterol e pressdo arterial, redug@o da propagagao do cancer, a melhoria
do figado, do sistema imunoldgico e das fungdes gastrointestinais. Os efeitos benéficos da
kombucha sdo atribuidos a presenga de compostos bioativos que atuam sinergicamente
(Aryaeian ef al., 2021; Leal ef al.,2018; Permatasari et al., 2022).

A utilizacdo de diferentes matérias-primas na produgdo de kombucha resulta na criagdo
de novas bebidas com caracteristicas quimicas e sensoriais Unicas, além de proporcionar
beneficios adicionais, como maior quantidade de compostos bioativos, capacidade
antioxidante, efeitos anti-inflamatorios e atividade antibacteriana (Abuduaibifu; Tamer, 2019;
Lopes; Santos; Prentice-Hernandez, 2021; Ziemlewska et al., 2021),

Com base nesse cendrio, a proposta do presente estudo ¢ atrelar o uso de Plectranthus
amboinicus (Lour.) ao processo fermentativo da kombucha, visando agregar o potencial de
compostos bioativos do malvarisco a bebida, além de promover a obtencao de um produto com
atributos sensoriais satisfatorios por meio da saboriza¢cdo com sucos de frutas. O estudo possui
carater Unico e inovador, uma vez que ndo ha registros na literatura que contemplem esta

abordagem.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Elaborar e caracterizar kombuchas com adi¢ao de malvarisco saborizadas com sucos de

Objetivos especificos

Determinar caracteristicas fisico-quimicas, compostos fendlicos e capacidade
antioxidante das folhas de malvarisco;

Elaborar diferentes formulagoes de kombuchas com adi¢do de folhas de malvarisco,
conforme um delineamento experimental;

Caracterizar as kombuchas fermentadas quanto aos parametros de pH, acidez total
titulavel e soélidos soluveis;

Selecionar a formulagdo base da kombucha adicionada de malvarisco;

Saborizar a kombucha base com sucos de abacaxi, pitaya e melancia;

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, concentragao de compostos bioativos e
capacidade antioxidante das bebidas;

Determinar a composi¢do fendlica das bebidas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia;

Avaliar a toxicidade aguda e a capacidade anti-inflamatéria das bebidas, utilizando o
modelo de zebrafish;

Realizar andlises microbiologicas de Escherichia coli e Salmonella nas kombuchas;

Avaliar o perfil sensorial das bebidas obtidas por meio de testes de aceitagdo, intencao

de compra, CATA e RATA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Malvarisco

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng., também descrito na literatura como
Plectranthus Aromamus Roxb., Coleus Aromamus Benth. e Coleus amboinicus Lour., pertence
a familia Lamiaceae (Labiatae) e ao género o Coleus, conhecido atualmente como Plectranthus,
apresentando cerca de 200 géneros. O nome “amboinicus” faz referéncia a Ambon, uma ilha
montanhosa e fértil situada nas Ilhas Molucas, proximo a Indonésia. A planta se espalhou a
partir de Ambon para as Indias Orientais e Africa, sendo posteriormente naturalizada na
América Latina pelos espanhdis, que a chamaram de “orégano de la Hoja Ancha” (Kumar,
Singh e Kumar, 2020; Lukhoba, Simmonds; Paton, 2006). A Figura 1 apresenta os locais de

maior incidéncia da planta.

Figura 1 - Distribui¢do geografica de P. amboinicus na América do Sul

Fonte: Antar (2020).
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A distribuicdo geografica de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng., conforme
ilustrado no mapa, destaca uma presenca marcante nas regides Nordeste ¢ Sudeste do Brasil,
com uma maior concentracdo ao longo da costa. Além disso, o mapa revela incidéncias dessa
planta em outros paises sul-americanos, refletindo sua adaptabilidade a diferentes climas e
ambientes. No entanto, ¢ no Brasil que se observa a maior concentragdo, o que evidencia suas
condi¢des climaticas favoraveis (SIBBR, 2020). Maiores informag¢des da nomenclatura e

classificacdo filogenética da planta estdao dispostas no Quadro 1.

Quadro 1 - Nomenclatura e classificacdo filogenética de Plectranthus amboinicus

REINO Plantae
DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida

SUB CLASSE Asteridae

ORDEM Lamiales

TRIBO Ocimae
FAMILIA Lamiaceae

SUBFAMILIA Nepetoidea
GENERO Plectranthus
ESPECIE Plectranthus amboinicus
AUTORIA (Lour.) Spreng

Brasil: Malvarisco, Horteld-da-folha-grossa, Hortela-da-india,

Hortela-gratda.

India: Ajwain Patta, Patharchur, Indian Borage, Indian Mint,
NOMES COMUNS Karpooravalli.

Filipinas: Oregano, Suganda, Cuban Oregano.

Jamaica: Cuban Oregano, Mexican Mint, Spanish Thyme.

Malasia: Bangun-bangun, Daun bangun-bangun, Daun kuban.
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Africa do Sul: Wild Borage, Broad-leaved Thyme.

Indonésia: Daun lampunai, Kembang Bugang.

Tailandia: Plu kao, Phak khao thong.

Coleus amboinicus, Coleus aromaticus, Coleus carnosus,Coleus
SINONIMOS crassifolius, Coleus subfrutectosus, Coleus suborbicularis, Coleus

suganda, Coleus vaalae, Coleus amboinicus var. violaceus

Fonte: Kumar; Singh; Kumar, (2020); Indiabiodiversity, (2020).

Trata-se de uma herbacea angiosperma dicotiledonea que exibe um crescimento colunar
e uma vida perene, especialmente em climas tropicais. A planta pode alcancar uma altura de
0,3 m a 0,6 m e se espalhar lateralmente entre 0,6 m ¢ 1,2 m. Essa planta ¢ uma erva ereta com
um habito de crescimento espalhado, podendo alcangar até 45 cm de altura. A polinizagao da
planta ¢ realizada de forma biotica, por meio da fauna local. Para um crescimento saudavel, a
planta prefere condigdes de semi-sombra e requer regas moderadas, com uma taxa de
crescimento moderada. Suas folhas sdo verdes, grossas, com pelos ¢ amplamente ovais, com
margens recortadas de cor branca a creme, e, quando esmagadas, exalam uma fragrancia
semelhante ao orégano. Os caules possuem uma secao transversal aproximadamente quadrada

(National Parks, 2023).

3.1.1 Fitoquimicos

A quantidade de estudos investigando a composi¢do quimica e as propriedades
medicinais de P. amboinicus ¢ diversa. Diferentes pesquisas relatam a presenca de varias
categorias de compostos naturais, o que inclui compostos volateis e nao volateis Tabela 1. O
foco das pesquisas tem sido associado ao isolamento de compostos bioativos especificos da
planta e a compreensdo de seu valor terapéutico. No entanto, a composi¢do quimica e a
distribuicao dos componentes bioativos em diferentes partes da planta, bem como o teor de 6leo
essencial, podem variar de acordo com diversos fatores, como localizacdo geografica, clima e
estagio de colheita da matéria-prima. Entre os solventes mais comumente empregados estdo
agua, etanol e metanol. Esses solventes sdo utilizados de forma isolada ou em combinagdes
especificas, variando as propor¢des para otimizar a extragdo dos compostos bioativos

(Arumugam; Swamy; Sinniah, 2016).
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Tabela 1 — Fitoquimicos reportados em diferentes extratos de P. amboinicus

Solvente de Teores

Compostos extracio (mg 100 g ) Referéncias
Quercetina Agua 225,69

Quercitrina Agua 90,26

(-) Epicatequina Agua 31,30

Acido clorogénico Agua 131,43

Acido cumérico Agua 53,55

Acido fertlico Agua 325,72

Acido elagico Agua 63,50 (Donno et al., 2021)
Limoneno Agua 194,16

Sabineno Agua 6,87

Terpinoleno Agua 6,62

Acido ascérbico Agua 15,71

Acido malico Agua 9,24

Acido tartarico Agua 64,47

Acido galico Etanol 113,45

Catequina Etanol 189,43

Acido clorogénico Etanol 406,23

Acido cafeico Etanol 215,00 (Rodrigues ef al., 2021)
Rutina Etanol 109,00

Quercitrina Etanol 183,00

Quercetina Etanol 165,22

Kaempferol Etanol 28,00

Acido clorogénico Metanol 0,102

Acido vanilico Metanol 38,90

Acido cafeico Metanol 5,10

Acido siringico Metanol 94,60

Acido p-cumérico Metanol 8,00

Acido ferulico Metanol 4,90 (Taher et al., 2021)
Acido salicilico Metanol 4,30

Acido rosmarinico Metanol 102,10

Acido elagico Metanol 72,10

Miricetina Metanol 60,60

Rutina Metanol 11,00

Fonte: Autor (2025).

A variedade de compostos bioativos, identificados em P. amboinicus, destaca sua ampla
investigacdo em processos inflamatorios e propriedades antibacterianas. E importante destacar
que o perfil quimico e a distribuicdo de constituintes bioativos variam consideravelmente em

diferentes partes da planta. Essa variacdo ¢ influenciada por intmeros fatores, como
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caracteristicas geograficas, estacdo do ano, clima e método de extracdo (Swamy; Sinniah,
2015).

Dentre a riqueza de fitoquimicos oriundos da flora, o grupo que comtempla os
compostos fendlicos se destaca por sua maior variedade. Nesse contexto, P. amboinicus
apresenta uma composicao diversificada com compostos como acidos cindmicos, catequinas,

monoterpenos, acidos terpénicos, flavonois e vitamina C.

3.2 Kombucha

3.2.1 Historico da kombucha

O ché de kombucha ¢ uma bebida fermentada origindria do nordeste da China por volta
de 220 a.C., disseminando-se no Japao em 414 d.C. como medicamento, espalhando-se por
rotas comerciais para a Russia e a Europa oriental (Jayabalan ef al., 2014).

Relatos histoéricos em diferentes culturas a descrevem como “Divine Che (remédio da
imortalidade)” devido as suas propriedades medicinais, desintoxicantes e energizantes, bem
como ao seu consumo associado ao tratamento e prevencao de doengas (Kim, Adhikari, 2020).

Durante a Segunda Guerra Mundial, essa bebida foi introduzida pela Alemanha. Nos
anos 1950, ela chegou a Franga e as regides do Norte da Africa sob dominio francés, onde seu
consumo se tornou amplamente popular. Paralelamente, o habito de consumir o cha fermentado
resultou em uma escassez de folhas de cha e agucar durante o periodo de guerra, levando a

diminui¢do de seu consumo (Jayabalan; Malbasa; Sathishkumar, 2016).

3.2.2 Elaboragdo e comportamento fermentativo da kombucha

A produgao tipica da kombucha tem como base o ché preto, verde ou oolong obtidas da
planta Camellia sinensis. Para sua producao utilizam-se 10 g de folhas de cha por litro de agua,
e, como substrato para bactérias e leveduras fermentadoras do chd, adiciona-se acgticar. Essa
mistura forma um ché agucarado, ao qual adiciona-se a Cultura Simbiotica de Bactérias e
Leveduras SCOBY (Leal et al., 2018). As leveduras presentes na mistura sao isoladas de uma
kombucha pré-existente; dessa forma, elas pertencem a diversas espécies, sendo que as
osmotolerantes, as fermentativas e as produtoras de 4cido sdo as espécies presentes em maior
quantidade. As bactérias predominantes na kombucha sdo as acéticas, principalmente dos

géneros Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter (Coelho et al., 2020).
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O periodo de fermentag¢ao do cha de kombucha ¢ de 3 a 7 dias, com um maximo de 14
dias. Sua fermentacdo ¢ realizada em temperatura ambiente, otimizando o tempo de
fermentagdo. Durante o processo fermentativo, acidos organicos sao produzidos, favorecendo
a redugao do pH do cha, levando a falta de oxigénio induzida pela acidez. Apesar de ser uma
bebida de origem microbiana, devido a maior acidez do meio, o nimero de possiveis células
microbianas patogénicas, se houver, diminui, resultando em uma bebida segura para o consumo
(Leal et al., 2018; Watawana et al., 2015).

Os chas base destacam-se devido ao teor de cafeina que apresentam, € que € necessario
para o desenvolvimento da cultura. Porém, é possivel obter essa bebida utilizando outras
matérias-primas base, nas quais a cultura simbiotica se desenvolve adequadamente (Coelho et

al., 2020).

3.2.3 Processo metabolico

O processo metabolico da produgdo do cha de kombucha ocorre de forma complementar
entre leveduras e bactérias, ocorrendo duas fermentagdes até a obtengdo do produto final.
Inicialmente, por meio da enzima invertase, as leveduras hidrolisam a sacarose adicionada ao
cha em frutose e glicose, que servirdo como substrato para os micro-organismos durante o
processo fermentativo, resultando na formacao de etanol e didéxido de carbono, configurando o
processo denominado fermentacdo alcodlica. Posteriormente, as bactérias presentes realizam a
fermentacdo acética da mistura, processo que € caracterizado pela transformagado do alcool em
acido acético, conferindo o sabor caracteristico de vinagre ao produto, conforme descrito na
Figura 2. Na fermentacdo do cha de kombucha, as bactérias acéticas realizam a conversao da
glicose em 4cido glucdnico e a frutose em acido acético (Villarreal-Soto et al., 2018).

Além da produgao de 4cido acético e acido gluconico, outras substancias bioativas sao
geradas durante a fermentagdo, como acidos organicos, vitaminas do complexo B e compostos
fenolicos, que podem conferir beneficios a satide. Durante o processo, a formagao de celulose
bacteriana também ocorre, resultando na camada gelatinosa conhecida como biofilme ou
SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). Esse biofilme atua como um suporte fisico
para a comunidade microbiana e pode ser reutilizado em novas fermentagdes (Villarreal-Soto

etal., 2019).
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Figura 2 - Metabolismo microbiano na fermentag¢do da kombucha
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Fonte: adaptado de May et al. (2019).

Diante das varia¢des de bactérias e leveduras utilizadas no processo, além da obtencao
do produto das fermentacdes, a composi¢ao quimica da kombucha ¢ muito variavel, sendo
dependente de diversos fatores, como por exemplo, o tipo de substrato utilizado e o tempo de

fermentagdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Composic¢ao quimica da kombucha elaborada com diferentes substratos

Composicio quimica

Acido Solidos Tempo de
Substratos .. .. n N A .
pH  acético soluveis %) Fermentacao Referéncias
mg mL ' (°Brix) (dias)
Rooibos - 4,89 - 1,14 14 (Gaggia et al., 2018)
Chaverdecerva- o) 588 48 - 9 (Wanderley et al., 2023)
mate
Folhas de hibisco 2,30 - - 1,97 10 (Mendonga et al., 2023)
Cha preto - 9,18 - 5,83 14 (Gaggia et al., 2018)
Pimenta preta 3,49 1,42 6,0 0,30 8 (Alderson et al., 2021)
Lupulo 3,72 1,21 6,2 0,20 8 (Alderson et al., 2021)
Kawakawa 3,50 1,55 6.0 0,40 8 (Alderson et al., 2021)
Folhas de mamao 3,09 1,62 7,0 0,10 4 (Sharifudin et al., 2021)

Fonte: autor (2025).

Em geral, a kombucha é composta por diversos acidos organicos, como acético,

gluconico, glucurdnico, citrico, lactico, malico, tartarico, entre outros. Além disso, contém
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monossacarideos, como sacarose, glicose e frutose, além de vitaminas como B1, B2, B6, B12
e C. Também sdo encontrados glicerol, aminoacidos, aminas biogénicas, purinas, pigmentos,
lipideos, proteinas, algumas enzimas hidroliticas, etanol e compostos com propriedades
antibioticas (Jayabalan et al., 2014; VillarreaL-Soto et al., 2019).

A cultura simbidtica de leveduras e bactérias empregada para a fermentagdo da
kombucha possui composicdo microbiologica variavel de acordo com sua origem, clima,
localizagdo geografica e meio utilizado para o processo de fermentacdo (Watawana et al.,
2015). No entanto, ha uma série de espécies identificadas na kombucha de ocorréncia na
maioria das culturas, entre as quais se destacam espécies de leveduras dos seguintes géneros:
Zygosaccharomyces,  Candida, Kloeckera,  Hanseniaspora,  Torulaspora,  Pichia,
Brettanomyces, Dekkera, Saccharomyces, Lachancea, Saccharomycoides,
Schizosaccharomyces e Kluyveromyce (Chakravorty et al., 2016).

A composi¢do da kombucha ¢ altamente influenciada pelo tipo de cha utilizado na
fermentagdo e pelos pardmetros de fermentagdo, como o tempo ¢ a temperatura (Kapp; Sumner,

2019).

3.2.4 Legislacio e parametros de identidade e qualidade da kombucha

A legislagdo brasileira, por meio da Instru¢do Normativa n° 41 de 17 de setembro de
2019, regulamentada pelo Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA, que
estabelece os critérios de qualidade e composi¢do da kombucha no pais, a define da seguinte
forma: “Kombucha ¢ a bebida fermentada obtida através da respiracao aerdbia e fermentacao
anaerdbia do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e agucares por cultura
simbidtica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY)” (BRASIL, 2019).

A legislacdo descreve ainda os ingredientes opcionais, tais quais: frutas; vegetais;
especiarias; mel; melado; aglicares de origem vegetal; gés carbonico (CO»); fibras, vitaminas,
sais minerais ¢ outros nutrientes; e aromatizantes e corantes naturais. Diante disso, a
denominacdo da kombucha varia conforme os ingredientes adicionados e os processos de
elaboracdo (Tabela 3). A adicdo de outros ingredientes como infusdes de plantas em agua,
hortalicas, frutas, especiarias, mel, melago e outros tipos de agucares vegetais ¢ facultativa

(Brasil, 2019).
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Tabela 3 - Diferentes denominagdes para kombucha, segundo a Instru¢do Normativa n° 41 de
2019 do MAPA.

Processo Denominacgao
Adigao de espécie[s] vegetal[is] antes da Kombucha de (nome da[s] espécie[s]
fermentagao, associada a Camellia sinensis. vegetal[is]

Adicgdo de ingrediente[s] opcional[is] Kombucha como(;l;gfa?[?g]s ] ingrediente[s]
Kombucha com aroma de (nome do

Adigao de aromatizante natural .
aromatizante natural)
Adigao de gas carbdnico Kombucha gaseificada

Kombucha com alcool ou Kombucha

Se contiver alcool acima de 0,5% v/v o
alcoolica

Fonte: Brasil (2019).

No que diz respeito aos pardmetros microbioldgicos para a bebida, a Instrugdo
Normativa n°® 41 deixa explicito apenas que ndo € permitida a adi¢do dos microrganismos apds
a fermentagdo do produto. Ja para os pardmetros fisico-quimicos, a IN n. 41 dispde de limites

minimos e maximos, conforme a exposto na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros analiticos para kombucha

Parametro Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEq/L) 30 130
Pressdo (atm a 20 °C) na kombucha adicionada de CO02 1,1 3,9

Fonte: Brasil (2019).

Nos Estados Unidos, a kombucha ¢ definida como bebida fermentada obtida por
processo especializado, sendo necessaria para sua fabricagdo a apresentagdo de um plano de
Andlise de Riscos e Pontos Criticos de Controle (HACCP). Nao ha um documento que
regulamente a kombucha. Desse modo, a Food and Drug Administration (FDA) isenta bebidas
fermentadas e alimentos enlatados acidificados. Portanto, pardmetros microbiologicos para essa

bebida também nao sdo reportados (FDA, 2009).
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3.2.5 Mercado da kombucha

O setor de bebidas funcionais estd em ascensdo no que se refere aos alimentos voltados
para o bem-estar. O aumento na busca dos consumidores por opcdes alimentares e bebidas que
promovam a saude impulsiona significativamente o crescimento da procura pelos alimentos
funcionais. Para além de sua fun¢do primordial de fornecer nutricdo essencial, esses produtos
sao reconhecidos por oferecer um ou mais beneficios, com respaldo cientifico, a saude
(Sadksjarvi; Holmlund; Tanskanen, 2009).

Conforme indicado por Grand View Research (2020), o mercado mundial da kombucha
foi estimado em US$ 1,67 bilhdo em 2019 e espera-se uma expansdao em um CTCA (Composto
Taxa de Crescimento Anual) de 19,7% durante 2021-2026.

Atualmente, a principal regido consumidora de kombucha ¢é a América do Norte,
seguida pela Europa. No entanto, prevé-se que o mercado da Asia-Pacifico apresente um
crescimento ainda mais acelerado, impulsionado pelo interesse crescente dos consumidores por
alimentos e bebidas saudaveis, além do aumento da urbanizacdo na regido. No cenario
competitivo, destacam-se empresas lideres como GT’s Living Foods, Kevita, Health-Ade,
Humm Kombucha e Revive Kombucha. Adicionalmente, marcas tradicionais de bebidas
carbonatadas adentraram o mercado de kombucha por meio de aquisi¢des e parcerias
estratégicas com produtores especializados (Zanardi, 2023).

Em 2018, surgiu, no Brasil, a Associagdo Brasileira de Kombucha (ABKOM), reunindo
cerca de quarenta e nove fabricantes. Um dos propositos dessa empreitada foi estabelecer dados
de comércio e normas para a bebida, assegurando que todas as marcas adotem um padrao
uniforme de identidade e qualidade em virtude da falta de legislacdo para o produto nesse
periodo (ABKOM, 2020).

De acordo com a associagdo, no Brasil, estima-se que sdo produzidos 1,6 milhdo de
litros de kombucha anualmente, com um faturamento de R$ 18,9 milhdes (ABKOM, 2020).
Prevé-se que o mercado mantenha seu crescimento, impulsionado principalmente pelo interesse
crescente dos consumidores em probioticos, bem como pela diversidade de sabores e marcas

de kombucha disponiveis (Zanardi, 2023).

33 Compostos bioativos e antioxidantes

Os compostos bioativos tém uma relevancia significativa no combate e/ou prevengao de

diversas doengas e tém despertado grande interesse nos ultimos anos devido aos seus potenciais
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beneficios a salde humana, como propriedades antimicrobianas, anticancerigenas,
antioxidantes e melhora do sistema cardiovascular (Mufioz et al., 2020).

As espécies reativas, ou radicais livres apresentam extrema resisténcia e grande
potencial para reagdes quimicas com outras moléculas, sendo os compostos mais conhecidos
oxigénio, nitrogénio e enxofre. Esses elementos ddo origem as espécies reativas de oxigénio
(EROs), de nitrogénio (ERNs) e de enxofre (EREs), respectivamente. Estes compostos sdao
produzidos naturalmente a partir do metabolismo celular, além de serem estimulados por fatores
como tabagismo, poluicdo ambiental, radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais e
0zonio (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

O desequilibrio ocasionado pela formagao desenfreada de radicais livres, e a tentativa
do sistema biologico em neutralizé-los, tende a contribuir para maior produgdo desses radicais.
Moléculas de RNA (acido ribonucleico), DNA (acido desoxirribonucleico), proteinas, agiicares
e lipideos sdo tidos como os alvos principais dessas espécies reativas. Consequentemente, 0s
danos ocasionados pelo ataque a essas moléculas agravam o desenvolvimento de doengas, como
cancer, doencas cronicas, disfungdes cardiovasculares, dentre outras patologias (Li ef al., 2021;
Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Os compostos bioativos com acgdo antioxidante podem ajudar na prevengdo € na
reparagao de prejuizos causados pelo estresse oxidativo, que € causado quando os radicais livres
produzidos em excesso sdo superiores as defesas naturais do organismo. Ou seja, 0s
antioxidantes possuem a capacidade de reagir com os radicais livres e assim proteger o
organismo dos seus efeitos maléficos (Jayabalan ez al., 2014).

Dentre o leque de compostos bioativos, o grupo dos compostos fenolicos estdo
amplamente distribuidos na natureza, contam com mais de 8 mil estruturas descritas, sendo um
dos principais grupos de componentes dietéticos ndo essenciais produzidos pelas plantas como
metabolitos secundarios em condigdes normais ¢ de estresse (Oroian; Escriche, 2015;
Rodriguez-Pérez; Segura-Carretero; Del Mar Contreras, 2017).

A biossintese de compostos fenolicos nas plantas envolve principalmente duas vias: a
via do 4cido chiquimico e a via do 4cido malonico, sendo a primeira a principal. A via do
chiquimato abrange sete etapas reacionais, iniciando-se com uma condensag¢ao aldolica entre o
acido fosfoenolpiravico (PEP), proveniente da via glicolitica, e o D-eritrose-4-fosfato, do ciclo
da pentose fosfato, resultando na formagdo do acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosonico 7-
fosfato (DAHP). Um ponto de ramificagdo crucial dessa via € o 4cido corismico, que € o produto
do caminho do chiquimato. Esses compostos fenolicos sdo produzidos, em grande parte, como

mecanismos de defesa contra patdgenos, para protecao contra radiagdo ultravioleta excessiva e
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para atrair polinizadores. Além disso, os compostos fendlicos mais complexos desempenham
um papel essencial na estrutura das plantas (Francenia Santos-Sénchez et al., 2019). Um
esquema simplificado da rota metabdlica dos compostos secundarios nos vegetais € descrito na

Figura 3.

Figura 3 - Rota metabdlica simplificada dos metabolitos secundarios em vegetais
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Fonte: Cavalcante, Fernandes e Santos (2022).

Frutas e outros vegetais (incluindo sucos 100% naturais, néctares, fatias de frutas secas
e po) que contém compostos bioativos, como carotenoides, aminas bioativas, dcido ascorbico e
fendlicos, tém sido considerados alimentos potencialmente funcionais (Apak et al., 2016).

A kombucha ¢ rica em diversas substincias bioativas, cuja presenca esté relacionada ao
teor de polifendis da matéria-prima utilizada, especialmente do cha. Além disso, os
microrganismos presentes na fermentagdo conseguem realizar transformagdes enzimaticas de
compostos organicos, gerando metabdlitos eficientes como 4cidos organicos, vitaminas, etanol,
aminodacidos, enzimas hidroliticas e minerais. A associacdo de leveduras e bactérias permite a
utilizacdo de substratos em diferentes vias metabolicas, resultando em uma variedade de
compostos bioativos presentes na bebida (Jakubczyk ef al., 2020; Kitwetcharoen ef al., 2023).
Diante disto, a kombucha apresenta uma composicao bioativa que lhe confere possiveis efeitos
na saude, tais como ac¢oes antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, imunomoduladora e
hepatoprotetora, conforme estudos prévios realizados em modelos animais (Saimaiti et al.,

2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencio da matéria-prima

As folhas de malvarisco foram coletadas em campo mediante parceria com Instituto
Municipal de Meio Ambiente — IMMARB, junto a farmacia viva presente na cidade de Limoeiro
do Norte, localizada no Vale do Jaguaribe, no estado do Ceard. A amostra adquirida foi
identificada anteriormente e possui exsicata disponivel no Herbario Prisco Bezerra, Fortaleza,
Ceara, Brasil. Coordenadas municipais: latitude: -5.153039853766158, Ilongitude: -
38.0961391966285, com cddigo: EAC0054393. As coletas foram realizadas sempre no mesmo
canteiro e horario (06:00), visando minimizar possiveis variagcdes, em especial, de compostos
bioativos na amostra.

O cha de arranque ou starter, os frutos (melancia - Citrullus lanatus Thunb. Mansf.;
abacaxi - Ananas comosus (L.) Merril.; pitaya - Hylocereus costaricensis.) € demais
ingredientes necessarios para elaboracdo, fermentacdo e saborizacdo das kombuchas foram

adquiridos no mercado local da cidade de Limoeiro do Norte - CE.

Figura 4 - (A) Local de coleta do malvarisco e (B) imagem ampliada da folha de malvarisco

Fonte: Autor (2025).

As folhas de malvarisco, frutos ¢ demais utensilios utilizados foram sanitizados com
solucdo clorada (150 ppm) por 15 minutos. Apds enxague com agua, o material foi deixado
dentro de formas plésticas perfuradas, para que o excesso de dgua escoasse. Posteriormente, foi

utilizado na elabora¢ao das bebidas.
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Todas as etapas que envolveram a producdo das kombuchas foram realizadas na Planta
Piloto de Frutas e Hortalicas (PPFH) do Instituto de Educagao Ciéncia e Tecnologia do Ceara
(IFCE) Campus Limoeiro do Norte.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica, cor, fitoquimicos e atividade antioxidante das

folhas de P. amboinicus

4.2.1 Umidade

A determinagdo da umidade foi realizada por meio da técnica de secagem direta em

estufa, conforme a metodologia descrita pela Association of Olfficial Agricultural Chemists

(AOAC, 2005).

Inicialmente, cadinhos de porcelana foram previamente secos em estufa (Heraeus®,
UT6P) a 105 °C/1 hora e depois pesou-se 3 g das folhas. Em seguida, secou-se a amostra em
estufa a 105 °C/6 horas. Apds a secagem, os cadinhos foram resfriados em dessecador e
devidamente pesados. Posteriormente a primeira pesagem, os cadinhos retornaram para a estufa

por mais 1 hora, repetindo-se as etapas de resfriamento e pesagem até a verificacdo do peso

constante. O resultado foi expresso em g 100 g”!' de planta.

4.2.2 pH

A determinacao do pH foi realizada pelo método potenciométrico, conforme a técnica
descrita pela AOAC (2005).

Com o auxilio de balanga analitica, 2 g da amostra foram pesados em um béquer de 50
mL e em seguida diluidos em 20 mL de agua destilada. Procedeu-se com a leitura em
potenciometro (Yoke Instrument®, PHS-3C), previamente calibrado com solugdes tampdo de

pH 4,0 e 7,0.

4.2.3 Cinzas

A determinagdo do teor de residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pelo método
gravimétrico, de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2005).
Inicialmente 2 g da amostra foram pesados em cadinhos de porcelana previamente

incinerados em forno mufla (Linn Elektro Therm®, AK) a 550 °C/1 hora. As amostras foram
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carbonizadas em chapa aquecedora e em seguida incineradas em forno mufla a 550 °C/6 horas.
Apos a incineracio, os cadinhos transferidos para estufa (Heraeus®, UT6P) a 105 °C/1 hora, e
em seguida deixados resfriar em dessecador para posterior pesagem. Apos a primeira pesagem,
os cadinhos retornaram para estufa por mais 1 hora, repetindo-se as etapas de resfriamento e

pesagem até a verificagdo do peso constante. O resultado foi expresso em g 100 g! de planta.

4.2.4 Solidos soluveis

O teor de solidos soluveis foi determinado por meio do método refratométrico, segundo
metodologia descrita pela AOAC (2005).

Com auxilio de balanga analitica, 5 g da amostra foram pesados e diluidos em 20 mL de
4dgua destilada. O material foi centrifugado em centrifuga (Eppendorf®, 5804R) a 3000 rpm por
5 minutos. Utilizando pipeta de Pasteur, trés gotas do sobrenadante foram colocadas sobre o
prisma do refratdmetro digital (Abbé®, Q767BD), e em seguida a leitura foi realizada, sendo
expressa em °Brix. Posteriormente, o valor obtido foi corrigido em relacdo a temperatura

ambiente por comparagdo com tabelas de referéncia.

4.2.5 Acidez total

A determinacdo da acidez total foi realizada pelo método titulométrico, conforme a
técnica descrita pela AOAC (2005).

Com o auxilio de balanca analitica, foram pesados 3 g da amostra em um béquer de 250
mL, que foram posteriormente diluidos em 50 mL de 4dgua destilada e adicionados de 3 gotas
de fenolftaleina (1%). Em seguida, titulou-se com uma solu¢do de NaOH 0,1 M até mudanga

de cor para réseo claro. Os resultados foram expressos em porcentagem de acidez (% v/m).

4.2.6 Cor

A coloragdo das folhas de malvarisco foi determinada por leitura direta realizada a partir
de um colorimetro MiniScan EZ 4500L spectrophotometer HunterLab®. Os resultados foram
expressos de acordo com os valores do sistema de cor CIELab International Commission on

[Nluminatione (Figura 5).
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Figura 5 - Diagrama de cor no espago CIELab
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Fonte: Konica Minolta (2023).

O Chroma, C* (saturagdo ou intensidade da cor), e angulo Hue, h* foram obtidos por

meio das Equagdes 1 e 2, respectivamente:

Chroma = (a> + b% )2 Eq1
Hue = arco tangente (b/a) Eq2

4.3  Determinacio de compostos bioativos e da atividade antioxidante das folhas de P.

amboinicus

4.3.1 Preparo do extrato

O extrato foi obtido conforme o método descrito por Bassani et al. (2014) para infusdes,

com adaptagdes, de acordo com a Figura 6.
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Figura 6 - Esquema para obtengdo do extrato aquoso das folhas de malvarisco
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Fonte: Autor (2025).

Inicialmente, 4 g das folhas de malvarisco in natura, previamente trituradas, foram
pesadas em um béquer de 100 mL e submetidas a infusdo com agua ultrapura a 60 °C durante
20 minutos, com agitagio em agitador magnético (CIENLAB®, CE-1540/A15) a 1000 rpm.
Apds esse tempo, o material foi centrifugado a 3.000 rpm em centrifuga (Eppendorf®, 5804R)
durante 3 minutos, € entdo o sobrenadante foi recolhido. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado
em papel filtro qualitativo (Whatman n. 1). Com o extrato pronto, realizou-se uma dilui¢do
(1:10 em 4gua ultrapura), obtendo-se um material com a concentrag¢io de 8000 mg L', utilizado

nas analises de compostos bioativos e atividade antioxidante.

4.3.2 Fendlicos totais

Os fendlicos totais nas folhas de malvarisco foram estimados conforme o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton; Rossi, 1965). Foram adicionados em tubos de
ensaio 455 pL de Folin-Ciocalteu (2,0 N), seguidos de 3636 uL de dgua ultrapura, a 455 uL de
amostra. Apds 5 minutos, 455 uL de carbonato de sédio (Na2COs) 0,943 mol L™ foram
adicionados ao complexo. Os tubos permaneceram no escuro a 25 °C por 60 minutos ¢ a

absorbancia foi registrada em espectrofotometro (Biospectro®, SP-220) no comprimento de
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onda de 725 nm. O branco consistiu em agua ultrapura em substitui¢do da amostra no meio
reacional. O conteudo de compostos fenolicos foi determinado a partir da curva padrao de acido
galico e os dados foram expressos em mg de acido galico equivalente por 100 g (mg AGE 100
gh).

Os fendlicos totais das kombuchas também foram estimados utilizando o método do
Azul da Prussia (Price; Butler, 1977). Em tubos de ensaio, foram adicionados 1000 pL de
cloreto férrico hexahidratado (FeCl3.6H20) 0,5 mmol L™}, juntamente a 1000 pL do extrato das
folhas de malvarisco (1:10 em agua ultrapura), deixando reagir por 2 minutos. Em seguida,
foram adicionados 1000 pL da solugdo de ferricianeto de potassio (K3[Fe (CN)s]) 0,5 mmol
L', e entdo a mistura foi agitada por 20 segundos, seguindo-se o repouso de 15 minutos a 25
°C no escuro. A absorbancia foi registrada em comprimento de onda de 725 nm contra um
branco (4gua ultrapura em substituicdo a amostra no meio reacional). O contetido de compostos
fenolicos foi determinado a partir da curva padrao de acido galico e os dados foram expressos

em mg de 4cido gélico equivalente por 100 g (mg AGE 100 g™1).

4.3.3 Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi estimado pelo método colorimétrico proposto por
Zhishen; Mengcheng; Jianming, (1999). Em tubos de ensaio adicionaram-se 250 pLL de amostra
previamente diluida (1:10 em dgua ultrapura), 2720 pL de etanol 30% e 120 pL da solucdo de
nitrito de sédio (NaNO;) 0,5 mol L', com posterior agitacdo em voértex. Aguardou-se a reacio
por 5 minutos e adicionaram-se 120 pL da solucdo de cloreto de aluminio hexahidratado
(AIC15.6H20) 0,3 mol L'!. Apés agitacio de mistura em vortex e repouso por 5 minutos, 800
uL da solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol L foi adicionada ao meio reacional e
misturada. Apos 5 minutos de reacdo e estabilizacdio da cor, o material foi lido em
espectrofotdmetro (Biospectro®, SP-220) no comprimento de onda de 510 nm. O meio
reacional foi substituido pela 4gua ultrapura, representando o controle negativo do ensaio. O
conteudo de flavonoides totais foi determinado a partir da curva padrao de quercetina e os dados

foram expressos em mg de quercetina equivalente por 100g (mg QE 100 g™).

4.3.4 Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro (FRAP)

O poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP) foi realizada de acordo com Benzie e

Strain (1996). A solu¢do FRAP foi preparada a partir da jungdo de 2,5 mL da solu¢do TPTZ
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(10 mmol L) diluida com 4cido cloridrico 40 mmol L™!, 2,5 mL de cloreto férrico
hexahidratado (FeCls. 6 H,0) 20 mmol L™! e 25 mL de tampao de acetato de sédio 0,3 mol L™
(pH 3,6). O experimento ocorreu a 37 °C e sob condig¢des acidas (pH 3,6). Foram adicionados
90 uL da amostra previamente diluida (1:10 em 4gua ultrapura) juntamente a 270 uL de agua
ultrapura e 2700 pL de reagente FRAP em tubo de ensaio. As amostras reagiram por 30 minutos
a 37 °C, e em seguida a absorbancia foi registrada em espectrofotdmetro (Biospectro®, SP-220)
no comprimento de onda de 595 nm. O poder de reducao do ferro foi determinado a partir da
curva padrao de sulfato de ferro II heptahidratado (FeSO4. 7 H20) e os dados foram expressos

em mg Fe (II) equivalente 100 g' (mg Fe(Il) E 100g™).

4.3.5 Atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) foi realizada segundo Brand-Williams et al. (1995). Uma aliquota de 660 pL da
amostra e 4333 uL de uma solucao etanodlica de DPPH 0,10 mM foram adicionadas aos tubos
de ensaio. A mistura permaneceu no escuro a 25 °C por 30 minutos e a absorbancia foi
registrada em espectrofotometro (Biospectro®, SP-220) a 517 nm. A capacidade de captura do
radical foi estimada pelo seu consumo no meio reacional e os resultados expressos em

percentual de inibicao, conforme a Equagao 3:

% atividade antioxidante = [1- (As17 amostra/ As;7 branco)] x 100 Eq 3

4.3.6 Atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)
modificado

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) modificado foi realizada segundo StaSko et al. (2007). Aliquotas de 400 uL da amostra
diluida (1:10 amostra: agua ultrapura) foram transferidas para tubos de ensaio. 2600 puL de uma
solucdo de DPPH 0,10 mM solubilizada em etanol e solu¢do tampao fosfato de sodio
monobasico 50 mM (pH 6,0) na proporcao 1:1 foram adicionados a solucdo. Deixou-se a
mistura reagir no escuro a 25 °C por 30 minutos e a diminui¢do da absorbancia foi medida a
525 nm utilizando um espectrofotdmetro (Biospectro®, SP-220). A 4gua ultrapura foi utilizada

como branco e uma solucdo de DPPH sem amostra representou o controle do ensaio. A
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capacidade de captura do radical foi estimada pelo seu consumo no meio reacional e os

resultados expressos em percentual de inibigdo, conforme a Equacao 4:

% atividade antioxidante = [1- (As17 amostra/ Asi7 controle)] x 100 Eq 4

44  Planejamento experimental para determinacio dos parimetros fermentativos

Mediante ensaios prévios sobre o comportamento fermentativo da kombucha adicionada
do malvarisco (Apendice G), utilizou-se um delineamento fatorial completo 3%, composto de
11 ensaios, sendo 9 ensaios em triplicata mais 3 pontos centrais, para avaliar o efeito das
combinagdes de 2 varidveis independentes (tempo de fermentacdo e concentragdo de
malvarisco) e suas interacdes nas respostas: pH, acidez total e sélidos soliveis. Os valores

codificados e reais para os fatores estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5 - Matriz do delineamento fatorial 3, com niveis reais e codificados das variaveis

Ensaios Concentragao de malvarisco (% m/v)  Tempo (dias)
A 5(-1) 2(-1)
B 5(-D 6 (0)
C 5(-1) 10 (1)
D 10 (0) 2(-1)
E* 10 (0) 6 (0)
F 10 (0) 10 (1)
G 15 (1) 2(-1)
H 15 (1) 6 (0)
I 15(1) 10 (1)
J* 10 (0) 6 (0)

K* 10(0) 6 (0)

*Pontos centrais.

4.5 Elaboracao das kombuchas

As bebidas foram elaboradas seguindo-se a metodologia descrita por Morales et al.
(2023), com adaptacdes. Os ensaios foram realizados de acordo com o modelo proposto pelo
delineamento, por meio de combinagdes entre concentracdo de malvarisco e tempo de

fermentagdo da bebida. As etapas que compreendem sua produgdo, desde o preparo da infusao,
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adi¢ao do malvarisco, fermentagdo e pds-fermentacdo, podem ser observadas no fluxograma

apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma de producao das kombuchas
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Fonte: Autor (2025).

4.5.1 Preparo do cha verde

CHA VERDE (10 g/L)

"

O cha foi preparado por meio do processo de infusdo. Apds o aquecimento da dgua a

100 °C, foram adicionados 100 g/L de agucar e 10 g/L de folhas secas de cha verde (Camellia

sinensis), deixando-os em infusdo por 10 minutos. Apos esse tempo, o ché foi resfriado até 28

°C e coado em filtro de pano para retengdo das folhas.

4.5.2 Inoculacdio da cultura

Posteriormente, transferiu-se o cha para recipientes de vidro com volume de 3 litros e

9,5 centimetros de diametro de abertura, previamente lavados e sanitizados. Além desses

processos, antes da transferéncia do cha, foi realizada uma lavagem dos potes com vinagre de
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alcool, com o objetivo de condicionar o meio para os microrganismos fermentadores. Em
seguida, realizou-se a inoculacdo das bebidas com o cha de arranque 10% (v/v), que consiste
em uma por¢do de uma kombucha ja pronta e que contém a cultura responsavel pela
fermentagdo da bebida. O cha de arranque, também chamado starter, auxilia na redu¢ao do pH
do meio, tornando-o favoravel para que os processos fermentativos ocorram de maneira mais

acelerada, bem como para a multiplicagdo da cultura.

4.5.3 Adigdo do malvarisco

Ap6s a inoculagdo da cultura, seguindo as combinagdes propostas pelo delineamento,
adicionaram-se as folhas de malvarisco trituradas, previamente sanitizadas. As aberturas dos
recipientes foram cobertas com tecido de microfibra, que foi preso com elastico de borracha.

Logo em seguida, os recipientes foram acondicionados para fermentagao.

4.5.4 Fermentacdo

A fermentacdo foi conduzida com o acondicionamento dos recipientes em B.O.D.
(Biological Oxygen Demand) (SolidSteel, SSBODu 342L) em temperatura constante de 30 °C
com duragdo de 2, 6 ¢ 10 dias, conforme modelo proposto no delineamento experimental.
Durante os dias de fermentagdo, foram retiradas aliquotas das amostras para as analises de

acompanhamento do processo (pH, acidez total e solidos soluveis).

Figura 8 - Kombuchas acondicionada nos recipientes de fermentagao

Fonte: Autor (2025).
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Apos a fermentacdo, removeu-se o SCOBY e a bebida foi filtrada com auxilio de filtro
de pano, para garrafas de polietileno com tampa, devidamente sanitizadas. Apos essa etapa, a

bebida foi refrigerada a 8 °C.

4.5.5 Selegdo da formulagdo base

A formulagao base foi selecionada com o objetivo de se obter uma kombucha com
melhores parametros fisico-quimicos, usando como base o acompanhamento fermentativo,
previamente realizado (Apéndice G) e os limites minimos e maximos estabelecidos para os
padroes de identidade e qualidade da kombucha (BRASIL, 2019). Essa selecdo também teve
como objetivo, em conjunto com a etapa de saborizacdo, desenvolver uma bebida com boa
aceitacao sensorial.

Com a obtenc¢do da formulagdo base (KB), procedeu-se com a elaboragdo da bebida
nessas condigdes. Nessa etapa, elaborou-se em paralelo uma kombucha controle (KC), sem
adicao de malvarisco, nas mesmas condigdes de tempo de fermentacdo da formulagao base.

Posteriormente, a formulagao base foi saborizada com sucos de frutas.

4.5.6 Preparo dos sucos

Nessa etapa, utilizou-se as frutas abacaxi (Ananas comosus), pitaya (Hylocereus
costaricensis) e melancia (Citrullus lanatus). Os sucos de pitaya e de abacaxi foram elaborados
na propor¢ao de 1:2 (polpa: 4gua m/v), enquanto para o suco de melancia utilizou-se apenas a
polpa do fruto. Nao foi realizada adi¢ao de acticar. Apds o preparo, os sucos de abacaxi e pitaya
foram filtrados, em filtro de pano, para reter o excesso de residuos so6lidos.

Para o suco de melancia, foi realizado um tratamento enzimatico de clarificacdo, com
adicao de pectinase (Pectinex Ultra SP-1®) 0,1% (v/v) ao suco e incubagao a 40 °C em B.O.D.
durante 90 minutos. Apos esse tempo, o suco foi transferido para provetas de 1 L e mantido sob
refrigeragdo durante 24 horas, a fim de decantar o restante dos solidos em suspensao (Figura
9). Passado esse tempo, o suco foi pasteurizado a 70 °C por 15 minutos. Apds o resfriamento
rapido, foi utilizado com os demais sucos para a saborizagdo da kombucha base (KB). O
processo se fez necessario mediante testes prévios, em que a utilizagdo do suco de melancia
sem o tratamento enzimatico comprometia a estabilidade da bebida armazenada sob

refrigeragdo, tornando-a susceptivel a uma rapida degradacdo microbiologica.
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Figura 9 - Residuos depositados no fundo da proveta apos refrigeracdo do suco de melancia

Y
4

com o tratamento enzimatico

Fonte: Autor (2025).

4.5.7 Saborizacdo

Apo6s o processo fermentativo, a kombucha base foi saborizada separadamente com o
suco de melancia clarificado, suco de pitaya e suco de abacaxi, na propor¢dao 1:1
(kombucha:suco). Apoés homogeneizagao, obteve-se trés bebidas: kombucha de abacaxi (KA),
kombucha de pitaya (KP) e kombucha de melancia (KM). Em seguida, as kombuchas
saborizadas foram envazadas em garrafas de polietileno com tampa e armazenadas a 8 °C para
posteriores analises. Assim como as kombuchas saborizadas, a kombucha base de malvarisco

(KB) e a kombucha controle (KC) também foram analisadas.
4.6  Caracterizacao fisico-quimica das kombuchas
4.6.1 Teor alcodlico
O teor alcodlico das bebidas elaboradas foi determinado por ebuliometria, utilizando-se
ebulidmetro (Toscolab), conforme as orientagdes do fabricante.

Inicialmente, a calibragdo do equipamento foi realizada adicionando-se uma aliquota de

50 mL de dgua destilada em sua caldeira, com o objetivo de determinar o ponto de ebuli¢ao da
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agua. Apos o aquecimento, o ponto de ebuli¢do foi verificado com o auxilio de termometro
digital acoplado ao equipamento. Em seguida, desprezou-se a 4gua e adicionaram-se 50 mL da
amostra na caldeira visando a determinacao do seu ponto de ebulicdo. Os resultados foram

expressos de porcentagem de alcool na amostra.

4.6.2 Acidez total

A determinacdo da acidez total foi realizada pelo método titulométrico, conforme a
técnica descrita pela AOAC (2005).

Com o auxilio de uma pipeta graduada, foram transferidos 5 mL da amostra para um
béquer de 250 mL, que foram posteriormente diluidos em 50 mL de agua destilada e
adicionados de 3 gotas de fenolftaleina (1%). Em seguida, titulou-se com uma solugdo de
hidroxido de s6dio NaOH 0,1 M até mudanca de cor para roseo claro. Os resultados foram

expressos em porcentagem de acido acético.

4.6.3 Acidez volatil

A determinagdo da acidez volatil foi realizada pelo método titulométrico, mediante a
destilacdo da amostra por arraste a vapor, conforme a técnica descrita pela AOAC (2005).

Com auxilio de pipetas volumétricas, transferiram-se 10 mL da amostra para um tubo
de ensaio, posteriormente acoplado no aparelho destilador. Em seguida, aqueceu-se a caldeira
com agua destilada para que o vapor entrasse em contato com a amostra e realizasse o arraste
dos acidos volateis presente na mesma. Apos o processo de condensagdo, recolheram-se cerca
de 100 mL da amostra em Erlenmeyer de 250 mL previamente adicionados de 20 mL de agua
destilada. Em seguida, adicionaram-se 5 gotas do indicador fenolftaleina 1% e procedeu-se com
a titulacdo da amostra com a solu¢do padronizada de NaOH 0,1 N até a coloracdo rosa

persistente. Os resultados foram expressos em mEq.L .

4.64 pH

A analise foi realizada conforme descrito no topico 4. 2. 2.
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4.6.5 Solidos soluveis

O teor de solidos soluveis foi determinado por leitura direta em refratometro digital

(Abbé®, Q767BD), de acordo com metodologia descrita pela AOAC (2005).
4.7 Cor

Para anélise dos parametros de cor, foi utilizado um sistema conforme descrito por Leon
et al. (2006), com adaptagdes, representado na Figura 10.

As amostras foram fotografadas com um smartphone Galaxy A54 5G, configurado com
uma resolucao de 1884 x 4080 pixels (8MP), ISO 64, distancia focal de 23 mm, abertura de
/1.8, exposicao de 0,0ev e tempo de exposi¢do de 1/120s, assegurando a alta qualidade
necessaria para a analise.

Para garantir a consisténcia das condi¢des de iluminagdo, foi utilizado um dispositivo
que controlava a luz ambiente, direcionando-a de forma oposta a lente da camera. Um filtro
especial foi empregado para minimizar reflexos na superficie do liquido, garantindo a captura
de imagens digitais adequadas para o processamento.

Para as fotos, 15 mL de cada uma das amostras foram colocados em recipientes com 15

mm de altura e realizou-se o ajuste da iluminagao especificamente para a fotografia.

Figura 10 - Esquema montado para padronizac¢do das condi¢des de iluminagdo e resolucdo das
imagens obtidas. A - Captura de imagem; B — Fonte de luz; C — Amostra

BN . N

L.
(O

Fonte: Autor (2025).

As imagens foram processadas utilizando um script em Python, no qual foram

centralmente cortadas para um tamanho especifico e as médias das cores calculadas nos espacos
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de cor CIELab e RGB, onde, L* = luminosidade, a* = coordenada vermelho / verde € b* =
coordenada amarela / azul. Por fim, os valores médios de L*, a*, b* ¢ R, G, B foram
armazenados em um DataFrame e exportados para um arquivo CSV. Para cada amostra, as
medicoes foram realizadas em cinco zonas distintas e ndo sobrepostas, ¢ a média dos valores
foi utilizada para determinar os parametros Chroma C* (satura¢do ou intensidade da cor) e
angulo Hue.

O browning index (BI) foi avaliado conforme reportado por Mohapatra et al. (2010),

utilizando a Equagao 5; e a diferenga total de cor (AE*) foi calculada por meio da Equagao 6:

BI=100 x (2222) Eq5
onde, X = (a*+1,75L%)

(5,645L*+a*-3,012b*)

AE * = /(AL)? + (Aa*)2(Ab*)? Eq6

4.8  Determinacio de compostos bioativos e atividade antioxidante das kombuchas
4.8.1 Fendlicos totais

O teor de fendlicos totais nas kombuchas foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau proposto por Singleton e Rossi (1965) e Azul da
Prussia proposto por Price e Butler (1977), conforme descrito no topico 4.3.2.
4.8.2 Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados de acordo com método descrito por Zhishen,
Mengcheng e Jianming (1999), com base na capacidade dos flavonoides em formar um
complexo colorido com cloreto de aluminio (AICls), conforme descrito no topico 4.3.3.

4.8.3 Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método espectrofotométrico

descrito por Benzie e Strain (1996), com base na redu¢ao do complexo férrico-tripiridiltriazina
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(Fe'""TPZ) em complexo ferroso (Fe'-TPZ) por antioxidantes em condi¢des 4cidas, conforme

relatado no tépico 4.3.4.

4.8.4 Atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio do método
espectrofotométrico descrito por Brand-Williams et al. (1995), com base na captura do radical

livre DPPH (2,2-difenil-1-pricril-hidrazil) por antioxidantes, conforme descrito no topico 4.3.5.

4.8.5 Atividade antioxidante pelo método 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)
modificado

O potencial antioxidante foi determinado pelo método de DPPH adaptado por Stasko et
al. (2007), com base na capacidade de medir o efeito de transferéncia de elétrons tanto de
antioxidantes hidrofilicos quanto lipofilicos para o radical DPPH, conforme descrito no toépico

4.3.6.

4.9 Determinacoes cromatograficas

4.9.1 Amostras e preparo dos padroes

Para a analise foram selecionadas as amostras das kombuchas KC, KB, KM, KA, KP ¢
o extrato de malvarisco - EM obtido no item 4.3.1.

Os padrdes analiticos foram adquiridos na Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Os solventes usados para a extragdo foram de grau analitico (Vetec®) e, para as analises, de
grau HPLC (J.T. BAKER®). A 4gua foi purificada com um sistema Milli-Q (UV Direct3). As
amostras (liofilizadas) e solugdes preparadas para analises foram filtradas em membrana de
ndilon de 0,45 um e filtro de membrana de 0,22 um (Millipore), respectivamente, antes do uso.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9.2 Equipamento e andlises

A cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC-DAD) foi realizada no Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) da Universidade Estadual do Ceara, campus Itaperi,
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Fortaleza-CE, com um sistema de HPLC Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A)
(Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AD conectadas
a um degaseificador DGU 20A5 com um CBM 20A integrador, detector de matriz de diodos
SPD-M20A e software LC Solution1.22 SP1. As analises cromatograficas foram realizadas em
uma coluna de fase reversa Shim-pack (CLC) ODS GOLD (4,6x250mm, 5um). As fases
moveis C e D foram acetonitrila e agua Milli-Q acidificada com acido fosfoérico (pH 2,8),
respectivamente, com o seguinte gradiente de solvente: 0-15 minutos, uma eluicao isocratica
com C:D (20:80 v/v); 17-25 minutos, variagdo linear até¢ C:D (40:60 v/v); 25-40 minutos, uma
eluicdo isocratica com C:D (20:80 v/v). A vazdo foi de 1,0 mL minutos™, com volume de
injecao de 20 uL e comprimento de onda de 350 nm. Foi preparada uma solugdo estoque de
referéncia de cada padrao em metanol HPLC em uma faixa de concentracdo de 0,0001-1,0 mg
mL!. Os picos da cromatografia foram confirmados comparando o seu tempo de reten¢io com
o do padrao de referéncia e por espectros DAD (200 a 400 nm). As amostras foram analisadas

em triplicata ¢ medidas as areas médias dos picos.

4.10 Toxicidade e inflamacao

Com o objetivo de verificar se a concentracdo de P. amboinicus utilizada para
elaboragdo das kombuchas apresentava alguma toxicidade para a bebida, foram selecionadas
amostras da kombucha controle (KC) e kombucha base (KB) nos testes de toxicidade e

inflamacio aguda em doses de 4, 20 e 40 mg Kg! em modelo zebrafish.

4.10.1 Modelo animal Zebrafish

Zebrafish adulto (Danio rerio) silvestre, de ambos os sexos (idade de 90 a 120 dias; 0,4
+0,1 g, 3,5+0,5 cm), foram adquiridos em uma loja local da cidade de Fortaleza-CE. Os peixes
foram mantidos em um aquario de vidro (30 X 15 X 20 cm) de 9 L (n = 3/L), a uma temperatura
de 25 £ 2 °C e pH 7,0, em ciclo circadiano 10 - 14 h (claro/escuro) com &agua tratada
(ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros submersos. Os peixes receberam ragdo (Spirulina®)
ad libitum até 24 h antes dos experimentos. Antes das aplica¢des dos tratamentos, os animais
foram anestesiados em agua gelada e apds os experimentos, os animais foram sacrificados por
imersdo em agua gelada (2 e 4 °C) por 10 minutos até a perda dos movimentos operculares. O

trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do
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Ceara (CEUA-UECE; n. 04983945/2021), estando de acordo com os Principios Eticos da

Experimentacdo Animal.

4.10.2 Protocolo geral

Peixes adultos de ambos os sexos foram escolhidos aleatoriamente nos experimentos,
transferidos para uma esponja timida, tratados com a amostra teste ou controles. Os tratamentos
foram realizados por via intraperitoneal (i.p.) ou via oral (v.0.), com base nas metodologias
propostas por Bezerra et al. (2021). Em seguida, os animais foram acondicionados
individualmente em recipiente (500 mL) contendo 350 mL de dgua do aquario e mantidos em
repouso. Para tratamentos intraperitoneais foram utilizadas seringas de insulina (0,5 mL;
UltraFine® BD) com agulha de calibre 30G, e para tratamento via oral foi utilizada

micropipetadora automatica monocal (10 — 100 pL).

4.10.3 Tratamentos

No teste de inflamagdo os animais (n = 6/grupo) foram tratados com as amostras de KC
e KB (4; 20 e 40 mg Kg'!'; 20 pL; v.0.); ibuprofeno (100 mg Kg!'; 20 uL; v.o. - controle
positivo); k- Carragenina (1,5%; 10 pL, i.p. - controle negativo) ou veiculo (solu¢ao de DMSO

a 3%; 20 pL; v.0.).

4.10.4 Inducdo de edema abdominal por k-Carragenina 1,5%

Durante o teste de inflamacao, foram observados o desenvolvimento ou a auséncia de
edema abdominal e a variacdo de peso dos peixes induzidos pela k-Carragenina 1,5%, ao longo
de um periodo de 4 horas. Os peixes sem tratamento foram inicialmente identificados e pesados
e, em seguida, 3 grupos (n = 6) foram tratados com KC e KB (4; 20 e 40 mg Kg''; 20 pL; v.0.),
outro grupo com ibuprofeno (100 mg Kg!; 20 pL; v.o. - controle positivo) € um grupo sem
tratamento foi incluso (solu¢do de DMSO a 3%, 20 uL; v.o. - controle negativo). Apds o periodo
de 1 hora em repouso, todos os grupos receberam uma aplicacdo intraperitoneal de «-
Carragenina 1,5%, permanecendo em repouso por mais 1 hora. Apos esse periodo, os peixes
foram pesados a cada hora, continuamente, durante 4 horas seguidas. Os dados foram
representados graficamente, calculando-se a diferenga entre o peso inicial dos peixes sem

tratamento e o peso registrado a cada hora apds a aplicagao da k-Carragenina.
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4.10.5 Toxicidade aguda 96h

Neste teste, os peixes (n = 6/ grupo) foram tratados por via oral (v.0.) com cada amostra
de KC e KB (4; 20 e 40 mg Kg'!; 20 uL) ou veiculo (controle: DMSO a 3 %; 20 uL; v.0.). Apds
os tratamentos, os animais foram deixados em repouso para analise da taxa de mortalidade por
um periodo de 96h, e a cada 24h registrou-se o nimero de peixes mortos em cada grupo, sendo
observada a dose letal capaz de matar 50% dos animais (DLso), determinado pelo método

matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianga de 95%.

4.11 Analises microbiologicas

Os Padroes de Identidade e Qualidade — PIQ’s para kombucha descritos na Instrugao
Normativan. 41, de 17 de setembro de 2019, ndo estabelecem pardmetros microbioldgicos para
esse tipo de produto. No que diz respeito aos microrganismos, a instru¢ao normativa relata
apenas que aqueles provenientes da formagdo do SCOBY podem estar presentes na bebida,
entretanto proibe a adi¢gao dos mesmos ao produto final (Brasil, 2019).

No entanto, as analises microbiologicas de contagem para Escherichia coli e detec¢ao
de Salmonella foram realizadas nas bebidas conforme metodologias descritas por Silva et al.
(2017), e comparadas aos pardmetros descritos na Consolidacdo das Normas de Bebidas,
Fermentado Acético, Vinho e Derivados da Uva e do Vinho, que t€ém como objetivo consolidar,
em documento Unico, as normas brasileiras que tratam do Registro, dos PIQ’s, da Classificacao,
da Rotulagem, da Importacdo e da Exportacdo de Bebidas, Fermentado Acético, Vinho e
Derivados da Uva e do Vinho, bem como estabelecer os Pardmetros Analiticos Exigiveis em

fun¢do do Laudo/Certificado a ser emitido e da finalidade da analise (Brasil, 2024).

4.12 Analise sensorial

A kombucha controle (KC) e as kombuchas saborizadas: kombucha pitaya (KP),
kombucha abacaxi (KA) e kombucha melancia (KM), foram selecionadas para a avaliacao
sensorial. Foi realizado um grupo de foco composto por 8 individuos (4 mulheres e 4 homens,
com idade média de 26 anos) discentes de pds-graduagdo do Instituto Federal de Educagao,
Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE) e Universidade Estadual do Ceara (UECE), em 2 sessoes
de 40 minutos, nas quais as quatro amostras foram apresentadas e seus descritores

estabelecidos.
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Posteriormente, foi aplicado o teste sensorial com 120 avaliadores ndo treinados, no
laboratério de Analise Sensorial do IFCE - Campus Limoeiro do Norte, em cabines individuais
e sob luz branca, por meio dos testes de aceitacao por escala hedonica estruturada de 9 pontos,
atitude de compra, frequéncia de consumo, CATA (check-all-that-apply) ¢ RATA (rate-all-
that-apply) (Dutcosky, 2019; Meyners, et al., 2016).

Foi utilizado um delineamento balanceado em blocos completos casualizados.
Aproximadamente 30 mL das amostras foram servidos em copos de plastico, codificados com
numeros aleatorios de 3 digitos, a 20 °C. Os provadores foram instruidos a ingerir agua e
biscoito tipo agua e sal, para limpeza do paladar entre as amostras, assim como degustar as
amostras uma por vez ¢ no momento preencher a ficha do teste sensorial disponibilizada.

As analises que ocorreram mediante a participagao de seres humanos sé foram iniciadas
apos aprovagdo pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
com Parecer n. 7.084.791 em cumprimento a Resolugao n. 466/2012, do Conselho Nacional de

Saude (Brasil, 2013).

4.13 Analise estatistica

A estatistica da pesquisa foi aplicada por meio de técnicas paramétricas para a
modelagem matematica de processos, utilizando um delineamento fatorial completo 32
(Equacdo 7), seguido de uma andlise de regressdo multipla. Também foram analisados os
critérios de ajuste, a qualidade e a previsibilidade dos modelos obtidos. Foi verificado se os
dados atendiam aos requisitos de parametricidade e homocedasticidade. A normalidade dos
dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homocedasticidade foi

examinada com o teste de Brown-Forsythe.

Y Eq7

n(x)=Bo+ B1X1 + B2Xz + P11 XT + B2z X5 + B12X1Xp + €
Onde: Y, € a resposta prevista; Bo ¢ o modelo de intercepto; B1 e B2 sdo os coeficientes do efeito
linear, P11 e P22 coeficientes do efeito quadratico; Bi2 o coeficiente de interagdo dos efeitos; X
e X, representam as varidveis independentes codificadas (concentracao de malvarisco e tempo

de fermentacao, respectivamente); € representa o erro experimental.

Os resultados das andlises fisico-quimicas, dos compostos bioativos e das anélises

microbiologicas foram apresentados como médias e desvio padrdao dos experimentos
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independentes realizados em triplicata (n = 3). Os dados foram entdo submetidos a uma andlise
de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Fisher LSD, com um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Para as médias dos valores heddnicos obtidos na analise sensorial, dos dados de
toxicidade e de inflamagdo aguda (n = 6) também se utilizou a ANOVA seguida do teste de
Tukey a 5% de significancia. Para CATA foi aplicado o Teste Q de Cochran com o objetivo de
identificar diferengas significativas em cada atributo e o teste das Comparacdes multiplas
pareadas McNemar (Bonferroni) para avaliar diferengas significativas entre os tratamentos. A
andlise de correspondéncia também foi utilizada com o objetivo de observar como os
tratamentos se distribuiram de acordo com os descritores selecionados.

As pontuagdes RATA foram calculadas somando as pontuagdes fornecidas pelos
consumidores que selecionaram o termo como “aplicavel” para descrever os tratamentos. As
médias de intensidade foram avaliadas por meio da ANOVA e as diferencas significativas entre
os tratamentos utilizando-se teste das Comparagdes multiplas pareadas McNemar (Bonferroni).

A anélise de Componentes Principais (ACP) também foi aplicada com o objetivo de
observar como os tratamentos se distribuiram de acordo com os descritores selecionados e suas
intensidades.

Os dados foram processados utilizando os softwares Statistica v. 10.0 (StatSoft Inc.,
EUA), Microsoft Office Excel® v. 2016 (Microsoft Inc., EUA), GraphPad Prism v. 8.0 e Action
v.2.6 (Statcamp, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica e cor das folhas de P. amboinicus

O malvarisco, por se tratar de uma herbacea suculenta, possui caracteristicas distintas
quando comparadas com outras plantas, tendo em vista sua facilidade de adaptacao as condigdes
ambientais, bem como suas caracteristicas aromaticas associadas a sua matriz de composicao.

A Tabela 6 apresenta os dados de caracterizagao da planta.

Tabela 6 - Caracterizagdo fisico-quimica, fitoquimica e atividade antioxidante da folha de P.
amboinicus

Parametros P. amboinicus (malvarisco)
Umidade (g 100 g'!) 94,30 + 0,07
Acidez total titulavel (%) 5,20+ 0,00
pH 4,72 + 0,00
Soélidos soluveis (°Brix) 2,80+ 0,05
Cinzas (g 100 g ™) 1,14 + 0,01
Cor instrumental -
L* 40,45 +0,10
a* -28,48 £ 0,13
b* 16,21 + 0,09
Hue® h* 150,4 + 0,05
Chorma C* 22,41 +0,07

L*, a* e b* - parametros CIELab; C*- chroma; h*- angulo hue.
Fonte: Autor (2025).

O resultado para analise de umidade revelou o valor de 94,3 g 100 g!, aproximando-se
dos valores obtidos por Castillo-Téllez et al. (2024), de 87 g 100 g, em seu estudo sobre
cinética comparativa de secagem de folhas de P. amboinicus.

O pH de 4,72 apresentado pela amostra configura um carater ligeiramente acido para as
folhas do malvarisco. Esse comportamento pode ser atribuido aos acidos organicos presentes e
se relaciona ao valor de 5,2% obtido na andlise de acidez total. Para o parametro de sélidos
soluveis, o valor 2,8 °Brix mostra um comportamento ja esperado para a amostra com base na
baixa disponibilidade de solidos dissolvidos presentes nas folhas das plantas.

O teor de cinzas (1,14 g 100 g!) difere dos resultados obtidos por Patel et al. (2010),

em que o teor encontrado foi de 7,5 g 100 g'. De acordo com Vieira et al. (2018), fatores como
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localizacdo geografica, tipo de solo e especialmente adugdo podem influenciar no teor de
cinzas.

Com relagdo a coloragao das folhas de P. amboinicus, a intensidade da cor mediante os
valores de L* 40,45 mostram que as folhas tendem parcialmente a tons mais claros. A amostra
apresentou -28,48 para o parametro a* (tons esverdeados) e 16,21 para b* (tons amarelados),
configurando uma tonalidade esverdeada caracteristica das folhas. Os resultados se confirmam
com os valores observados de C* (croma) e h* (angulo de hue), demonstrando que a amostra
apresenta tonalidade esverdeada moderadamente vibrante, decorrente da presenga de clorofila.
Castillo-T¢llez et al. (2024) observaram caracteristicas semelhantes para os parametros
analisados, com valores de 45,6; -9,9; 23,50 e 25,50 para L*, a*, b* e C* respectivamente.

O grafico de cromaticidade obtido por meio dos pardmentos CIELab fornece uma
visualizagao detalhada das varia¢des de cor que ocorrem na amostra, permitindo uma analise

precisa das nuances e tonalidades presentes, conforme mostrado da Figura 11.

Figura 11 - Diagrama de cromacidade da folha de P.amboinicus

CIE 1931 Chromaticity Diagram

Fonte: Autor, (2025).

5.2  Compostos bioativos, atividade antioxidante e HPLC das folhas de P. amboinicus

O teor de compostos bioativos, atividade antioxidante e compostos fenodlicos por HPLC
nas folhas de malvarisco sdo apresentados na Tabela 7.

Os compostos fendlicos s@o uma classe extremamente significativa de fitoquimicos e
apresentam fontes abundantes em toda a flora. Dentre os principais compostos encontrados no

malvarisco destacam-se acidos cinamicos (ferulico, clorogénico, cumarico), acido benzoico
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(elagico), flavonodis (quercetina, quercitrina), catequinas ((—)-Epicatequina), monoterpenos
(limoneno, sabinense, terpinole) e vitamina C (acido ascorbico, acido desidroascorbico)

(Donno et al., 2021).

Tabela 7 - Teor de compostos bioativos, atividade antioxidante e compostos fendlicos por
HPLC nas folhas de P. amboinicus

Parametros P. amboinicus (malvarisco)
Polifendis por Folin-Ciocalteu (mg AGE 100g™) 17,81 £ 0,03
Polifenois por Azul da Prissia (mg AGE 100g™) 15,68 + 0,03
Flavonoides totais (mg QE 100g™) 1,71 £ 0,00
DPPH (% Inibigao)* 46,03 £ 0,10
DPPH modificado (% Inibig¢ao)* 39,60 + 0,10
FRAP (mg Fe(II) E 100g™) 46,36 + 0,70
Acido Galico (mg g™) 1,99 + 0,12
Acido Clorogénico (mg g™) 7,14 +0,73
Acido Cafeico (mg g™) 1,16 + 0,85
Acido Vinilico (mg g™) 0,52+ 0,36
Acido Ferulico (mg g™ 5,62+0,21

AGE — Acido Galico Equivalente; QE — Quercetina Equivalente; Fe (IT) E — Ferro (IT) Equivalente. * % de inibi¢io
na contragdo de 8000 mg L -!' do extrato.
Fonte: Autor (2025).

A concentragdo de compostos fendlicos medida pelo método Azul da Prussia foi
ligeiramente menor, de15,68 mg AGE 100g™!, quando comparada com o contetido de fenélicos
estimados por meio da metodologia de Folin-Ciocalteu (17,81 mg AGE 100g™). Essa diferenca
pode ser atribuida as variagdes metodoldgicas entre os ensaios de Folin e Prissia, que podem
detectar diferentes subgrupos de fendlicos ou serem influenciados por outras substancias
presentes nas amostras (Granato et al., 2016).

O teor de compostos fendlicos presente no malvarisco tem sido reportado em diferentes
estudos (Donno ef al., 2021; Nguyen et al., 2020; Silva et al., 2020). Dentre os solventes mais
comumente empregados para extracdo dos compostos bioativos estdo a acetona, éter de
petroleo, agua, etanol e metanol. Esses solventes sdo utilizados de forma isolada ou em
combinagdes especificas, variando as propor¢des para otimizar a extragdo dos compostos
bioativos. A escolha do solvente ou da mistura de solventes baseia-se nas caracteristicas
quimicas dos compostos de interesse, bem como na eficiéncia desejada do processo de extragao

(Patel et al., 2010).
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El-Hawary et al. (2012) determinaram fenoélicos totais em diferentes fracdes de P.
amboinicus (caule, folhas e raizes) por ensaios de Folin-Ciocalteau e Folin-Denis em extrato
etanodlicos. Os autores constataram teores de fenolicos de 960; 840 e 540 mg AGE 100g™,
respectivamente. Nos estudos realizados por Alakolanga, Usna e Samarasinghe (2020), sobre a
identificacdo de possiveis beneficios obtidos por 5 infusdes de ervas medicinais do Sri Lanka,
os autores obtiveram em seus resultados valores de 12,74 mg AGE 100g™ para a infusdo de P.
amboinicus. J& De Medeiros et al. (2021), observando o efeito das variagdes sazonais no
conteudo de fendlicos na amostra, obtiveram valores de 16.470 mg AGE 100g™!, e flavonoides
variando de 3.946 a 4.424 mg QE 100g™! para extratos brutos da planta, utilizando etanol 96%
como solvente de extracdo. Nguyen et al. (2020), em estudos sobre a avaliagdo de compostos
biativos em P. amboinicus, relataram para fendlicos totais valores de 2684 mg AGE 100g™!, e
para flavonoides 1214 mg QE 100g™! para extratos etanolicos.

Os resultados da capacidade antioxidante de P. amboinicus estdo apresentados na
Tabela 7. A atividade antioxidante determinada pelo método de captura do radical DPPH por
meio das analises de DPPH convencional, DPPH modificado e capacidade redutora do ferro
FRAP apresentou resultados de 46,03%, 39,6% e 46,36 mg Fe(Il) E 100g™!, respectivamente.

Conforme apresentado anteriormente, o malvarisco detém uma rica diversidade de
compostos fenolicos, como acidos cindmicos, benzoicos, flavonoéis, catequinas, monoterpenos
e vitamina C (Donno et al., 2021). Esses compostos podem ser associados ao potencial
antioxidante da amostra, como observado nos estudos de Sako et al. (2023), para ensaios DPPH,
ABTS e FRAP expressos em ECso, nos quais se avaliou o potencial antioxidante em extratos
metanolicos do género Plectranthus e obtiveram valores para planta de 5,11, 6,51 e 12,44%,
respectivamente. Os autores reportaram no estudo uma forte atividade antioxidante para a
espécie P. amboinicus, quando comparada ao acido ascorbico, utilizado como controle positivo
do estudo e comumente conhecido por sua atividade antioxidante. Estudos como os de
Alakolanga, Usna e Samarasinghe (2020) com valores de 44,73 mg mL "' e Nguyen et al. (2020)
com valores 48,23 mg mL !, também revelam um potencial antioxidante favoravel para extratos
metanolicos de P. amboinicus.

Diversos fatores naturais, como os diferentes cultivares, manejo e ano de colheita,
precisam ser considerados para entender as variacdes entre os estudos. Contudo, os principais
desafios aparecem nas comparagdes metodologicas. H4 variagdes no preparo dos extratos, no
tempo de extragdo, no comprimento de onda usado na leitura nas andlises, no padrdo analitico

para construir a curva de calibragcdo e no tempo de reagdo das analises. Esses fatores podem
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levar a uma possivel subestimagdo ou superestimag¢do do conteido fendlico, bem como do

potencial antioxidante presente.

53 Determinacao das condi¢oes fermentativas da kombucha

Um planejamento experimental, por meio de utilizagdo de um delineamento fatorial
completo 32, foi aplicado para entender o efeito mutuo e isolado dos pardmetros de
concentragao de malvarisco e tempo de fermentacao nas respostas pH, acidez e sélidos soltveis
nas condi¢des do processo fermentativo da kombucha. Os resultados s3o apresentados na
Tabela 8. A normalidade dos dados obtidos foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e
por meio do teste de one-factor ANOVA (p <0,001). Observaram-se diferencas significativas

entre as amostras para todas as variaveis de resposta.

Tabela 8 - Analise dos parametros fermentativos da kombucha associada ao planejamento
experimental

Variaveis dependentes
Valores reais e

Variaveis de Resposta

Ensaios codificados
P. amboinicus Tempo Acidez total Solidos soluveis
% (m/v) (dias) pH (%) (°Brix)
A 5(-1) 2(-1)  4,26+0,03° 0,08=+0,00" 10,0 + 0,00
B 5(-1) 6(0)  4,48+0,01°> 0,08=+0,00" 9,60 + 0,00°
C 5(-1) 10(1) 4,57+0,01* 0,09+0,018 9,40 + 0,00°
D 10 (0) 2(-1) 335+001f 0,24+0,01f 9,40 + 0,00°
E 10 (0) 6(0)  3,54+0,00¢ 0,34 +0,00° 8,63 + 0,069
F 10 (0) 10(1)  3,48+0,00° 0,450,009 7,90 +0,17°
G 15 (1) 2(-1)  320+001% 0,64+0,00° 8,60 + 0,009
H 15 (1) 6(0)  3,17+0,00" 0,86 =0,00° 7,37 £ 0,06
I 15 (1) 10(1)  2,95+0,00° 1,04+0,01° 6,30 + 0,008
J 10 (0) 6(0)  3,52£0,00° 0,34 +0,00° 8,67 + 0,069
K 10 (0) 6(0)  3,50+£0,00¢ 0,34 +0,00° 8,59 + 0,074
p-valor (Brown—Forsythe) 0,254 0,649 0,748
p-valor (ANOVA) < 0,001 < 0,001 < 0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Fisher (p < 0,05). Fonte: Autor
(2025).

Por meio da combinagdo dos fatores de tempo e concentragao de planta, os parametros
avaliados apresentaram variagdo estatistica significativa (p < 0,05), com valores variando de

2,95 a 4,57 para pH, de 0,08 a 1,04% para acidez total e de 6,30 a 10,0 °Brix para sélidos
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soluveis. Por meio da andlise de regressdo linear, foi possivel observar a significancia dos
modelos com valores de p < 0,05; R%n = 0,995; R%acidez total = 0,999 € RZs1idos soliaveis = 0,996. Os
residuos foram analisados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, revelando uma boa
adequacao dos valores (ppn 0,002; pacidez totat < 0,001 € Psslidos solaveis < 0,001). Consequentemente,
observou-se que os dados experimentais ndo apresentaram falta de ajuste.

Com os resultados apresentados na Tabela 8 € possivel observar variagdes do pH entre
as diferentes combinag¢des de tempo e concentragdo de planta. Conforme mencionado, o pH
variou significativamente (p < 0,05) de 2,95 a 4,57 do segundo ao décimo dia de fermentagao.
Essa redu¢do do pH ¢ observada mediante o aumento de concentragdo da planta e pode estar
associada a maior disponibilidade de substrato disponivel para as reagdes bioquimicas e teor de
metabolicos secunddrios presentes na propria matéria-prima. De acordo com VillarreaL-Soto
et al. (2019), o tipo e composicao do substrato utilizado para fermentacao da kombucha ¢ um
fator relevante na influéncia nos pardmetros fermentativos da bebida.

Gaggia et al. (2018), em estudo comparativo de kombuchas elaboradas com diferentes
substratos, observaram a influéncia do substrato rooibos nos teores de acidos orginicos em
relagdio ao tempo de fermentagdo. Os autores obtiveram resultados de 1,70 a 2,87 mg mL™! de
4cido glucoronico e de 1,65 a 4,89 mg mL™! de 4cido acético do sétimo ao décimo quarto dia de
fermentagao.

Os resultados de acidez total apresentaram uma variacgao total de 0,08 a 1,04% entre os
ensaios, entretanto ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) para os ensaios A e B. Os
valores iguais, de 0,08% em ambos os ensaios, podem ser atribuidos ao fator inicial de
adaptacao dos microrganismos fermentativos, bem estabelecido na literatura, em que a cultura
sofre influéncia do ambiente fermentativo a fim de se obter o equilibrio do meio, antes mesmo
de iniciar as biotransformacdes.

Com excegdo dos ensaios A e B ja citados, todos os demais apresentaram aumento
significativo da acidez com o aumento da concentracao de substrato e dias de fermentagao.
Esse comportamento € explicado por meio do perfil acido que as folhas de malvarisco possuem
contribuindo para o aumento da acidez no produto. A atuacdo dos microrganismos presentes
tanto no SCOBY como também no cha de arranque (starter) e que, durante a fermentacao,
produzem &cidos organicos, como o acético e o latico, também contribui, por consequéncia, no
aumento da acidez na bebida (Jakubczyk et al., 2020).

Ainda sobre a acidez, o valor 0,34% obtido para o ensaio E (6 dias) apresenta
similaridade com o resultado de 0,36% obtido por Cardoso et al. (2020) para kombucha de cha

verde fermentada por 10 dias.
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A legislacdo brasileira, por meio da Instru¢do Normativa n. 41, que estabelece o Padrao
de Identidade e Qualidade das kombuchas no Brasil, ndo descreve o pardmetro de acidez total
titulavel dentre os requisitos de qualidade para a bebida (Brasil, 2019).

Para a KOMBUCHA BREWERS INTERNATIONAL (2021), conforme descrito no
Codigo de Pratica da Kombucha, essa bebida deve apresentar, ao final do processo
fermentativo, uma concentragdo variando de 2,7 a 20,3 g de acido acético por litro.

Os resultados obtidos para solidos soluveis nao apresentaram diferenca significativa (p
>0,05) entre os ensaios C (9,40 °Brix), D (8,63 °Brix), e entre E (8,60 °Brix) e G (8,60 °Brix).
Entretanto, quando observado isoladamente o tempo maximo de fermentagdo (10 dias) para
cada concentracdo de planta utilizada, ¢ visualizada uma reducdo no teor de sélidos soluveis
mediante o aumento da concentragdo de planta, com valores de (9,4 °Brix) para ensaio C, (7,90
°Brix) para o ensaio F e (6,30 °Brix) para o ensaio I. De acordo com Chakravorty et al. (2019),
a sacarose, bem como os outros acgucares contidos no meio fermentativo, ¢ consumida pelos
microrganismos presentes na kombucha (bactérias e leveduras) resultando, assim, na redugdo
do teor de solidos soliveis ao longo do processo fermentativo. A auséncia de diferenca
significativa observada entre os ensaios pode ser associada a complexidade da cultura
fermentativa assim como as interagdes, ainda ndao bem elucidadas, que os muitos
microrganismos desempenham na fermenta¢cdo, em que o consumo de aglcares ocorre em
tempos de fermentagao diferentes (Villarreal.-Soto et al., 2018). Portanto, quando observados
isoladamente os ensaios extremos A e I, com resultados de 10,0 e 6,30 °Brix, respectivamente,
¢ possivel observar uma variagao no teor de solidos soluveis de 3,7 °Brix, podendo ser associada
as diferengas no consumo de acticares ao longo da fermentagao.

Alderson et al. (2021) observaram teores de solidos soluveis de 6,0, 6,8 € 6,1 °Brix para
kombuchas preparadas com pimenta preta, lupulo e kawakawa fermentadas por 7 dias. Os
autores concluiram que os diferentes substratos apresentaram semelhanga para esse parametro,
e que apenas a bebida com o substrato de lupulo diferiu das demais amostras quanto ao seu
conteudo de agucares.

Na Figura 12 sdo apresentados graficos de Pareto para as variaveis resposta, a fim de
expressar as principais varidveis e correlagdes, assim como seus efeitos no processo
fermentativo. Por meio dos graficos, € possivel identificar efeitos mais significativos. Portanto,
pode-se realizar uma analise da dimensao e relevancia de cada efeito e suas interacdes geradas.
Nota-se que as barras (varidveis) que excedem a linha de significancia no grafico (p < 0,05)
exercem uma influéncia estatisticamente significativa nos parametros de tempo e concentragao

de malvarisco na fermentagao.
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Figura 12 - Efeitos dos fatores tempo e concentragdo de Plectranthus amboinicus nas variaveis
de acompanhamento da fermentacao. A — pH; B — Acidez total; C — Sélidos soluveis

A [ _ B 1 iy
(2)Concentragao(L) ‘\*‘ -80,297 (2)Concentragéo(L) }229,26
Concentragdo(Q) -24,2872 (1)Tempo(L) 62,60442
(1)Tempo(L) 13,81833 Concentragao(Q) -49,8305
Tempo(Q) 7,749343 1Lby2L 47,81935
p=;05 p=;05
C
(2)Concentragao(L) f-?ﬁ.os
(1)Tempo(L) -49,722
1Lby2L -23,5283
Concentragao(Q) 5101368
Tempo(Q) -2,24151
p=,05

Fonte: Autor (2025).

Ap6s a realizagdo do estudo detalhado sobre as interacdes existentes entre as varidveis
independentes do processo, prosseguiu-se com a etapa de ajuste dos modelos polinomiais, os
quais foram empregados com o intuito de descrever de forma mais precisa o0 comportamento
dos parametros fermentativos da bebida kombucha. Essa modelagem matematica teve como
objetivo principal compreender a resposta dos parametros avaliados frente as variagdes nas
condi¢des experimentais, permitindo uma andlise mais robusta e fundamentada dos dados

obtidos (Tabela 9).
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Tabela 9 - Coeficientes de regressao obtidos para modelar os efeitos dos parametros na

fermentagao
Variavel .
Coeficientes de Erro -95% 95%
de Fatores ~ ~ t-valor p-valor
Regressao Padrao Confianca Confianca
resposta
Constante 3,530 0,010 339,213 <0,001 3,508 3,551
X 0,114 0,008 13,818  <0,001 0,097 0,131
X2 -0,098 0,012  -7,749 <0,001 -0,124 -0,072
X -0,665 0,008 -80,293 <0,001 -0,681 -0,648
Xy? 0,309 0,012 24287 <0,001 0,283 0,335
R? 0,9961
pH R2 ajustado 0,9955
P-valor
(modelo) <0,001
P-valor
(normalidade 0,002
dos residuos)
P Lack of Fit 0,032
Constante 0,343 0,001 188,119 <0,001 0,339 0,346
Xi 0,104 0,001 62,604 <0,001 0,100 0,107
X 0,381 0,001 229,260 <0,001 0,378 0,385
X7? 0,123 0,002 49,830 <0,001 0,117 0,128
Xi1Xz 0,097 0,002 47,819 <0,001 0,093 0,101
. R? 0,9995
t(ﬁ;‘ii/f) R® susado 0,9994
P-valor
(modelo) <0,001
P-valor
(normalidade <0,001
dos residuos)
P Lack of Fit <0,001
Constante 8,626 0,018 465,466 <0,001 8,588 8,664
X -0,733 0,014 -49,722 <0,001 -0,763 -0,703
Xi? 0,050 0,022 2,241 0,033 0,004 0,097
X -1,122 0,014  -76,089 <0,001 -1,152 -1,091
X7? -0,115 0,022 -5,101  <0,001 -0,162 -0,069
Sélidos Xllgziz 00;;2659 0,018 -23,528 <0,001 -0,462 -0,387
S(Oog:.iil)s R2 ajustado 0 5 9963
P-valor
(modelo) <0,001
P-valor
(normalidade <0,001
dos residuos)
P Lack of Fit 0,016

X;: Tempo linear; X;2: Tempo quadratico; X»: Concentragdo linear; X,?: Concentragio quadratica.

Fonte: Autor (2025).

E possivel observar que todas as varidveis de resposta sofreram maior influéncia da

concentracdo linear. O tempo, bem como ¢ a interacao entres seus fatores linear e quadratico,

também se revelaram significativos para as condi¢des do processo fermentativo. A escolha das
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variaveis de resposta selecionadas para o estudo se deu mediante a praticidade e a eficiéncia de
resposta para o controle das condigdes desses pardmetros, uma vez que € um procedimento
comumente utilizado em estudos acerca das condigdes fermentativas da kombucha (Diez-
Ozaeta; Astiazaran, 2022; Jakubczyk et al., 2020; Villarreal.-Soto et al., 2019).

Os diferentes tempos de fermentagdo, assim como a variagdo na concentracao de planta
adicionada, deram origem a modelos polinomiais de segunda ordem, possibilitando o
desenvolvimento de superficies de respostas, apresentados na Figura 13. Por meio desses

graficos, € possivel observar a relagao estabelecida entre as respostas do estudo e sua variaveis
independentes.

Figura 13 - Efeito da combinacdo dos fatores tempo e concentracdo de P. amboinicus nas
variaveis de acompanhamento da fermentagdo. A — pH; B - Acidez total; C — So6lidos soluveis

%,;
&
3,
g
Z
z
Il >12
<11
B <09
<0,7
1 <05
Il <03
Il <01
o
g
z
@,
[
~5
2
zZ
=
o
=
3,
= Il > 10
Il <975
B <875
<7,75
B <6,75
<575

Fonte: Autor (2025)

A concentrag@o em seu termo linear ¢ o fator mais significativo para todas as variaveis

de resposta, mostrando-se como o fator primordial para se estabelecer as condigdes desejaveis
de fermentacao da bebida.
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De acordo com a Figura 13 A, para o parametro pH ha um efeito negativo forte, o que
indica que a medida que a concentragdo de malvarisco aumenta, o pH diminui. Isso implica no
possivel estimulo do malvarisco no processo fermentativo. Quando observado o efeito da
concentracao quadratica, ¢ possivel notar que com o aumento da concentra¢ao ha uma curvatura
nas respostas dessa variavel, revelando que o efeito da concentracdo sobre essa resposta se da
de forma mais acentuada com o aumento da concentragdo de malvarisco. No inicio do processo
fermentativo, ha uma alta disponibilidade de actcares, o material vegetal ¢ um ambiente
favoravel para as leveduras e bactérias produzirem acidos rapidamente, resultando em uma
queda acentuada do pH. No entanto, a medida que os agucares sdo consumidos e os acidos se
acumulam, o ambiente torna-se menos propicio para a atividade microbiana, levando a uma
desaceleracdo na producdo de acidos e, consequentemente, a uma menor diminui¢ao do pH
(Fabricio et al., 2023). Vale ressaltar que, conforme observado no grafico, o tempo linear sugere
que menores tempos de fermentacdo podem estar associadas a um pH final mais baixo.

Para acidez total, novamente a concentracao linear é o fator mais influente, mas desta
vez com um efeito positivo significativo, indicando que a acidez aumenta conforme o aumento
da concentracao de malvarisco, apresentando comportamento contrario quando comparado ao
pH, mas sendo algo esperado devido a producdo de acidos durante a fermentac¢do (Sharifudin
et al., 2021). O tempo linear também tem um efeito positivo consideravel, demonstrando que
um maior tempo de fermentacao sugere um aumento da acidez. Esse comportamento reforca as
interacdes que o tempo e a concentragcdo de planta exercem sobre a varidvel pH, discutida
anteriormente. Assim como no pH, o efeito da concentracdo quadratica negativa demonstra uma
possivel estabilizacao da acidez quando alcangada maiores concentracdes de planta, podendo
estar relacionada ao esgotamento de substrato ou morte celular.

Assim como nas demais variaveis, a concentracdo linear se mostrou o efeito mais
significativo para so6lidos soluveis, com efeito negativo, sendo algo esperado devido ao maior
consumo de agucares disponiveis no meio durante o tempo de fermentagdo. Também ¢ possivel
inferir, por meio do valor significativo negativo para o tempo linear, que o tempo de
fermentagdo demonstra maior eficiéncia para essa variavel de resposta quando a bebida ¢
fermentada por mais dias. Vale ressaltar que os acidos organicos, bem como outros metabolicos
presentes no meio durante a fermentagao, também sao fatores que contabilizam o teor de s6lidos
soluveis (Sharifudin et al., 2021).

De modo geral, a concentragdo de malvarisco se destacou como o fator mais
significativo do processo. Seus efeitos lineares e quadraticos apresentam forte influéncia nas

variaveis pH, acidez total e s6lidos soluveis. As interacdes e efeitos quadraticos sugerem que o
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sistema de fermentacdo ¢ complexo e que o tempo de fermentagdo desempenha um papel
relevante em determinadas varidveis, destacando, assim, a importancia do equilibrio destes
fatores, para alcancar as caracteristicas desejaveis de fermentagao da kombucha.

Com base no comportamento fermentativo da kombucha frente as diferentes
concentragdes de malvarisco e aos tempos de fermentacdo, observados por meio das analises
dos parametros de pH, acidez total e so6lidos soluveis, foi possivel estabelecer uma compreensao
mais ampla do processo de fermentagdo da kombucha. Essa analise foi fortalecida pelo
conhecimento prévio acerca da cinética de fermentacdo (Apéndice G), o que permitiu
interpretar de forma mais aprofundada as alteragdes ocorridas ao longo do tempo. Além disso,
as inferéncias extraidas a partir da interpretacdo dos graficos de Pareto e das superficies de
resposta associadas ao delineamento experimental, contribuiram significativamente para a
defini¢ao da formulagao ideal da kombucha base (KB).

Dessa forma, a formulagao selecionada foi aquela correspondente ao tempo de 4 dias de
fermentagdo e a concentracdo maxima de malvarisco (15%), uma vez que essa combinagdo
apresentou os melhores resultados em termos dos parametros fisico-quimicos analisados (pH =
3,35; acidez = 0,74%; solidos soluveis = 8,77 °Brix). Essa formulagao, proporciona um produto
com pH dentro dos limites minimos € maximos para as caracteristicas de identidade e qualidade
estabelecidos pela legislacao vigente (BRASIL, 2019).

Além disso, os resultados obtidos corroboram com estudos prévios, como o de Bressani
et al. (2024), sobre adi¢do de inhame em kombuchas fermentadas durante 5 dias, resultando em
um valor de pH de 3,9, o qual esteve associado a uma boa aceitacdo sensorial do produto. Tal
correlagdo reforca a relevancia do pH como parametro determinante na avaliacao da qualidade
sensorial da bebida, servindo como indicativo da acidez ideal para o equilibrio entre aceitacao

sensorial e seguranca microbioldgica.

5.4  Caraterizacao fisico-quimica das kombuchas saborizadas

Com relacdo aos parametros fisico-quimicos, conforme mostra a Tabela 10, as
kombuchas saborizadas com o suco de pitaya (KP), abacaxi (KA) e melancia (KM)
apresentaram para analise de pH um comportamento semelhante apds a saborizagdo, com o
aumento significativo do pH (p < 0,05) de 4,15 para KP, de 3,72 para KA, e de 4,23 para KM,

em comparacao com a kombucha base de malvarisco (KB), que apresentou aumento de 3,35.



Tabela 10 - Parametros fisico-quimicos das kombuchas
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Acidez Acidez Solidos Teor
Amostras pH total volatil soltveis alcoolico
titulavel (%) (mEq.LY) (°Brix) (%)
KC 3,709+ 0,00  0,12°+0,00 16,46+ 0,58  9,60°+£0,00  0,10°= 0,00
KB 3,35°+ 0,01  0,74*£ 0,00 51,74*+£ 0,57  8,77°+£0,06  0,20*+ 0,00
KA 3,72°+£0,01  0,21°+0,01 45,75°+0,00  6,80¢+£0,00  0,20°+ 0,00
KM 4,23*+£0,00 0,16¢+0,01 34,549£0,55  7,10°£0,00  0,20% =+ 0,00
KP 4,15°+0,00 0,18 +0,00 42,24°+£0,65 6,40°£0,10 0,20*£0,00

KC - kombucha controle (sem malvarisco); KB — kombucha base (com malvarisco); KA — kombucha abacaxi
KM - kombucha melancia; KP — kombucha pitaya.

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de acordo com analise de
variancia e teste de Fisher a 5% de significancia (p < 0,05).

Fonte: Autor (2025)

Esse comportamento ocorrido ap6s adi¢do do suco pode ser atribuido ao fato de que os
sucos de frutas geralmente contém menos 4acido em comparacdo com a kombucha fermentada,
diluindo os acidos presentes e, consequentemente, elevando o pH da bebida.

Estudos realizados por Mendonga et al. (2023), em kombuchas elaboradas com caule e
folhas de Hibiscus sabdariffa saborizadas com suco de uva, revelaram aumento nos valores de
pH em 3,08 e 2,70, respectivamente, ap0Os a saborizagao.

Vale ressaltar que os valores de pH obtidos por todas as kombuchas estavam dentro do
que preconiza a legislagdo para esse parametro, que deve variar entre 2,5 e 4,2.

Para os resultados de acidez total tituldvel expressos em % de acido acético, todas as
amostras mostraram-se significativamente diferentes entre si (p < 0,05), com variacdo de 0,12
a 0,74%. Os maiores valores de acidez apresentados foram da amostra KB, enquanto os
menores valores obtidos foram de KC.

E possivel observar que os valores elevados de acidez para todas as amostras
saborizadas, assim como o maior valor para a amostra KB em compara¢do a KC, demonstram
o favorecimento nos parametros fermentativos em fun¢do da adi¢do do malvarisco,
apresentando-se superior a kombucha controle.

Wanderley et al. (2023), em seus estudos sobre a influéncia da adi¢do de polpa de araca
no teor de compostos bioativos em kombuchas com erva-mate, observaram aumento da acidez
em g de 4cido acético por litro apds o processo de saborizagdo, com valores de (2,48 g L!) para
cha verde, de (3,28 g L") para cha verde 0,75% e mate 0,25%, e de (3,20 g L") para ché verde

0,5% e mate 5%. Valores superiores ao das kombuchas avaliadas no presente estudos foram
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obtidos por Cardoso et al. (2020) para kombuchas de cha preto (0,32%) e cha verde (0,36%),
fermentadas durante 10 dias.

A Instru¢ao Normativa n. 41, que estabelece o Padrao de Identidade e Qualidade das
kombuchas no Brasil, ndo descreve a acidez total como um parametro de qualidade (Brasil,
2019a). Ja a KOMBUCHA BREWERS INTERNATIONAL (2021), por meio do Cédigo de
Pratica da Kombucha, informa que acidez final da kombucha deve estar entre 2,7 e 20,3 g de
acido acético por litro da bebida.

A acidez volatil apresentou diferenga significativa para as diferentes kombuchas
avaliadas (p < 0,05), com maior valor obtido na amostra KB (51,74 mEq L). Dentre as
kombuchas, KA (45,75 mEq L), KP (42,24 mEq L") e KM (34,54 mEq L), foi observada
uma semelhanga no comportamento de redugao dos valores de acidez apds a saborizacao. O
processo de diluicdo com a adi¢do do suco, e, consequentemente, a reducao da acidez nas
kombuchas, pode ser resultado da diluigdo dos ions H' presentes na kombucha base,
acarretando assim valores de acidez mais baixos.

O valor de acidez volatil apresentado pela amostra KB pode ser associado aos
constituintes do malvarisco, em especial, a maior disponibilidade de substrato com a presenca
da planta, uma vez que durante as biotransformacdes que ocorrem durante a fermentacdo da
kombucha podem conferir aumento da produgdo do acido acético, elevando a acidez da bebida
(Villarreal-Soto et al., 2019).

Pereira et al. (2021) obtiveram valores inferiores para kombucha a base de cha verde
durante o terceiro dia de fermentacdo, com um teor acidez volatil de 7,04 mEq L!. J4 no sétimo
dia, seus valores aumentaram para 32,67 mEq L.

De acordo com a Instru¢do Normativa n. 41, que estabelece o Padrao de Identidade e
Qualidade das kombuchas no Brasil, os valores de acidez volatil devem estar entre 30 ¢ 130
mEq L (Brasil, 2019). Desse modo, todas as bebidas elaboradas estavam de acordo com o que
estabelece a legislacdo para esse critério.

Para so6lidos soluveis, houve diferenca significativa (p < 0,05) em todas as amostras. Na
Tabela 10 € possivel observar que os teores variam de 6,80 °Brix (KA) a 9,60 °Brix (KC). Nota-
se uma diminuic¢ao no teor de s6lidos soluveis quando se compara as amostras KC e KB com
as kombuchas saborizadas KA, KM e KP. Pode-se inferir que a saborizacdo com os sucos
também exerceu influéncia nesse parametro, diluindo a kombucha e, consequentemente,
reduzindo esse teor de solidos soluveis, uma vez que ndo houve uma segunda fermentacao.
Outro ponto muito relevante ¢ que, quando analisadas KC e KB isoladamente, evidencia-se um

menor teor para a amostra KB.
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A sacarose, assim como outros tipos de acUcares presentes no meio fermentativo, €
consumida pelas bactérias e leveduras da kombucha, resultando na diminui¢ao do teor de
solidos soluveis ao longo da fermentagdo (Chakravorty et al., 2019). Portanto, pode-se associar
o menor teor na KB a uma caracteristica de melhor fermentacao, tendo em vista o maior
consumo de agucar.

Os teores alcoodlicos das kombuchas determinados por ebuliometria revelam uma menor
producao de alcool para a amostra KC (0,1%). As demais amostras ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05), com valores de 0,2%. Vale ressaltar que os teores de 0,2% observados
para KB, KP, KM e KA podem ser associados a influéncia que o malvarisco exerce na
fermentagdo da bebida, conforme observado nos parametros de pH, acidez total e acidez volatil
discutidos anteriormente.

Portanto, todas as amostras apresentaram teores inferiores ao preconizado pela
legislag@o, se enquadrando como nao alcodlicas, uma vez que a bebida ¢ classificada como
alcodlica quando contém entre 0,6% e 8,0 % de alcool, e ndo alcodlica quando contém menos
de 0,5% de élcool (Brasil, 2019).

Pereira et al. (2021), em estudos sobre a identificacao dos parametros fisico-quimicos e
colorimétricos de kombucha de ché verde durante 10 dias de fermentagao, obtiveram os valores

de teor alcodlico de 2,01% no terceiro dia e de 3,02% no sétimo dia de fermentagao.
5.5 Analise de cor das kombuchas

Os resultados da andlise de cor nas kombuchas sdo apresentados na Tabela 11. Por meio
dos dados obtidos foi possivel verificar mudangas no padrao de coloracao entre as amostras. A

amostras avaliadas estdo dispostas na Figura 14.

Figura 14 - Imagens das kombuchas utilizadas para analise de cor. A —kombucha controle (sem
malvarisco); B — kombucha melancia; C — kombucha base (com malvarisco); D — kombucha
abacaxi; E — kombucha pitaya

A (B (©) ) (F)

Fonte: Autor (2025).
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Tabela 11 - Parametros de cor das kombuchas

Parametros de cor

Amostras L " b C* "
KC 71,18+ 0,05 -1,56°+0,01 5,169+0,00 5,40°+0,00 106,8°+0,14
KB 70,904+ 0,05 -1,98°+0,00 7,40°+0,04 7,66°+0,04  105,0¢+ 0,09
KA 72,442+ 0,01 -1,759+0,03 9,81*+0,05 9,97°+0,06 100,1°+0,15
KM 71,36°+ 0,05 -1,68°+0,04 6,62°+0,05 6,839+0,06 104,09+ 0,23
KP 43,83°+0,08 50,65°+0,06 -0,92°+0,10 50,65*+0,06 359,0*+0,11

KC — kombucha controle; KB — kombucha base; KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia; KP —
kombucha pitaya.

L* a* e b* - parametros CIELab; C* - chroma; h* - angulo hue.

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de acordo com analise de
variancia e teste de Fisher a 5% de significancia (p < 0,05).

Fonte: Autor (2025).

Os parametros da analise de cor foram influenciados significativamente (p < 0,05) pelos
tratamentos aplicados nas amostras, conforme observado na Tabela 11. Para o indicador de
luminosidade (L*), as amostras apresentaram valores variando de 43,83 (KP) a 72,44 (KA). O
valor mais baixo de luminosidade da amostra KP demonstra a tendéncia a tons mais escuros,
possivelmente oriundo da intensa pigmentacdo da pitaya, atribuida ao suco e,
consequentemente, a kombucha, devido a presenca de betalainas. Desse modo, configura uma
coloracdo mais escura e vibrante, apresentando-se como um diferencial para a bebida por meio
do apelo visual mais atrativo quando comparada com as caracteristicas de cor da bebida
tradicional.

Ja para as demais amostras, o efeito de L* foi diferente, porém esperado, onde os valores
superiores revelaram a tendéncia para tons mais claros, sendo possivel observar esse
comportamento na Figura 14. Isso se d4 pela menor contribui¢do de pigmentos presentes nos
sucos utilizados na saborizagdo. Vale ressaltar a importancia do processo de clarificagao
realizado suco de melancia, devido a tendéncia de sedimentagdo dos pigmentos presentes no
suco.

Como esperado, a varidvel a* positiva para KP reforca a tendéncia da coloragdo para
tons mais avermelhados, caracteristica da pitaya. J4 os valores positivos em b* para as demais
amostras tendem para tonalidades mais amareladas, de acordo com a Figura 14. O valor de b*
para KA (9,81) sugere a influéncia dos pigmentos (carotenoides) presentes no abacaxi,
realgando os tons amarelos (Hamidin ez al., 2022).

Os parametros de saturacdo (C*) e angulo de matiz (h*) foram influenciados

significativamente (p < 0,05) pela saborizacdo das kombuchas (Tabela 11). Para C*, o valor
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obtido para KP (50,65) ressalta novamente a coloragdo vibrante atribuida pela pitaya.
Intensidades de cor inferiores foram observadas nas demais amostras, sendo KA (9,97) a de
maior média entre elas. Notou-se diferengas para a varidvel C* nas amostras KM e KA quando
comparadas com a bebida base KB, onde a saborizagao conferiu reducao na intensidade de cor
para KM e aumento para KA. Essa redugdo pode ser relacionada ao processo de clarificagao
realizado no suco de melancia, conforme Figura 9, reduzindo significativamente a sua
pigmentagdo, além de promover uma dilui¢cdo da cor da kombucha base ap6s a mistura. Ja o
aumento em KA relaciona-se a maior presenga de pigmentos presentes no suco de abacaxi
adicionado.

De acordo com as coordenadas de cor no espago CIELab, o angulo de matiz para as
amostras KB, KC, KM e KA variou de 100,1° a 106,8°, confirmando as tonalidades de amarelo
claro ja observadas. A amostra KP (359°) apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em
comparagdo com as demais amostras, por influéncia direta da colorag¢ao do suco de pitaya.

O AE foi calculado em fung¢do da bebida base (KB), utilizando-a como base para avaliar
as mudancgas na percep¢ao de cor com relagao as demais amostras. Na Tabela 12 ¢ possivel
observar que as diferengas na percepgao da cor para todas as amostras, exceto KP, sao inferiores
ao limiar de discriminagao visual humana (AE > 3), sendo assim imperceptiveis visualmente
pelo olho humano (Pathare; Opara; Al-Said, 2013). A amostra KP, devido a sua intensa

pigmentacdo, apresentou o valor de 438,75, sendo sua distin¢ao facilmente observada.

Tabela 12 - Parametros de percepg¢ao de cor e taxa de escurecimento das kombuchas

Parametros
Amostras
AE (Percepcao de cor) BI (Browning Index)
KC 0,96°+ 0,05 5,73°+ 0,02
KB - 8,68°+ 0,00
b
KA 1,627°+ 0,01 12,400 + 0,01
KM 0,519+ 0,05 7,754+0,01
KP 438,75°+ 0,08 66,66+ 0,01

KC - kombucha controle; KM — kombucha melancia; KP — kombucha pitaya; KB — kombucha base; KA —
kombucha abacaxi. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de
acordo com analise de variancia e teste de Fisher a 5% de significéncia (p < 0,05).

Fonte: Autor (2025).
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O Browning Index (BI) complementa o aspecto visual da bebida. Com base nos
resultados observados, nota-se que os valores obtidos para KB s3o superiores a amostra KC,
representando um aumento de 51,48%. Percebe-se que a adi¢do de malvarisco influenciou
diretamente esse parametro, possivelmente associada ao aumento do teor de solidos totais e

variagoes de pH na bebida (Suh et al., 2003).

5.6  Analise de compostos bioativos e atividade antioxidante das kombuchas

O contetdo de fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante das kombuchas

elaboradas sdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante das kombuchas

Amostras

KC KB KA KM KP

Analises

Folin-Ciocalteu 267,739 532,099+ 312,33+  28840°+ 165,11+
(mg AGE L) + 1,66 3,82 3,82 2,73 3,49

Azul da Prussia 257,26°  43091°+  306,57°+  27571°+ 135919+

(mg AGE L) +13,83 7,13 23,74 17,27 1,83
Flavonoides 79,50°  214,55%+ 56,00° + 81,43+ 14,949 +
(mg QE L) +1,02 1,78 2,23 1,02 0,44

DPPH 62,12°  85,28%+ 61,78 + 61,04° + 40,00° +

(% Inibigdo) * +1,25 0,46 0,62 0,74 0,58
DPPH mod. 66,09° 83,46+ 56,879 + 64,99 + 36,34° +

(% Inibigdo) * +0,43 0,06 0,26 0,17 0,22

FRAP 940,909 2364,93%+ 124826+ 1116,98°+  374,07°+
(mg Fe (IDE L) +7,07 4,63 40,12 19,29 9,64

KC — kombucha controle; KB — kombucha base; KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia; KP —
kombucha pitaya. * % de inibigdo na amostra diluida em agua ultrapura na proporg¢do 1:10. Médias seguidas de
letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa de acordo com analise de variancia e teste de
Fisher a 5% de significancia (p < 0,05).

Fonte: Autor (2025).

Os valores de fenolicos totais obtidos nas kombuchas apresentaram uma variagdo de

165,11 a 532,09 mg AGE L™ para o ensaio de Folin-Ciocalteu e de 135,91 a 430,91 mg AGE
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L! para Azul da Prussia. Os resultados revelam que os maiores resultados para fenélicos totais
por Folin-Ciocalteu (532,09 mg AGE L) e Priissia (430,9 mg AGE L), assim como para
flavonoides (214,55 mg QE L), foram apresentados pela kombucha base (KB). Esse
comportamento refor¢a o efeito positivo que o malvarisco exerce na composi¢ao bioativa da
bebida. Além disso, quando comparada com a kombucha controle (KC), a bebida base se
destaca com um aumento de 98,74 ¢ 67,49% no teor de compostos folicos por Folin-Ciocalteu
e azul da Prussia, respectivamente.

Os compostos fenolicos sdo reportados por possuirem propriedades antimicrobianas. E
provavel que a fermentagdo da amostra KB tenha sido mais modulada, com uma inibigao parcial
do crescimento de algumas populagdes microbianas. Essa redugdo no crescimento pode ter
levado a uma maior preservacao de antioxidantes e flavonoides, contribuindo para os maiores
teores antioxidantes observados (Lobiuc et al., 2023).

Por outro lado, a menor concentracdo de fendlicos em KC pode ter permitido um
crescimento microbiano mais intenso, promovendo a conversao de compostos antioxidantes em
outros metabolitos, o que justificaria os valores inferiores nos ensaios de capacidade
antioxidante em comparagdo com KB (Yang ef al., 2023).

Nota-se que ambos os ensaios sdo para quantificagdo dos fenolicos totais na amostra,
entretanto apresentaram resultados diferentes. O ensaio de Folin Ciocalteu apresentou resultado
superiores para todas as amostras.

Estudos demonstram que o ensaio de Folin-Ciocalteu ndo apresenta especificidade para
compostos fenodlicos. Devido aos mecanismos de reagdo com bissulfito de sddio, agucares
redutores, acido ascorbico, aminodcidos redutores (triptofano e tirosina) e alguns metais de
transi¢do, uma distor¢ao dos valores reais de fendlicos totais na amostra estudada ¢ ocasionada
(Chen; Cheng; Liang, 2015).

O ensaio Azul da Prussia, assim como demais métodos, sofrem influéncia de possiveis
interferentes redutores associados as matrizes alimentares analisadas. Entretanto, o
metabissulfito de sodio e a glicose ndo apresentaram interferéncia nos estudos de Chen, Cheng
e Liang (2015) em suco de uva. De modo geral, o ensaio Azul da Prassia ¢ potencialmente mais
seletivo e possui menor tempo de execucdo (Granato et al., 2016).

Chakravorty et al. (2019) ressaltam a presenca de agucares redutores na kombucha,
provenientes dos processos metabolicos que as leveduras desempenham na fermentagao da
kombucha, deste modo os resultados obtidos pelo ensaio Azul da Prissia, se mostram mais

solidos para estimar o teor de fenolicos totais presentes nas kombuchas. Em seus estudos,
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Wanderley et al. (2023) obtiveram valores de 184,39 mg AGE 100 mL™!' para kombucha
produzida com cha verde e saborizada com polpa de Psidium cattleianum.

A atividade de eliminagdo de radicais livres por meio dos ensaios DPPH ¢ DPPH
modificado, bem como o ensaio do poder redutor do ferro por FRAP, demonstraram resultados
superiores para a amostra KB, reforcando a associacdo dos compostos fenolicos presentes com
o potencial antioxidante observado na bebida. As amostras KC ¢ KM ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) para o ensaio de DPPH. Pode-se inferir que o processo de
clarificagdo do suco de melancia promoveu uma redugdo no teor de compostos bioativos
presente no suco e, consequentemente, ndo resultou em diferenca significativa no teor desses

compostos na bebida.

5.7  Identificacio e quantificacdo dos compostos fendlicos nas kombuchas por HPLC

A anélise cromatografica por HPLC-DAD possibilitou a identificacdo de 8 compostos
fenolicos das 5 amostras de kombuchas, por meio da comparacao dos seus tempos de retengao
com os dos padrdes utilizados. Os compostos detectados foram quantificados e suas
concentracdes determinadas em mg/g das amostras de kombucha liofilizadas. Conforme
apresentado na Figura 15, foram detectados valores superiores de 3 compostos fenodlicos para a
amostra KA quando comparados com as demais amostras. Para KA, os compostos detectados
em concentragio superior foram: acido galico (5,20 mg g), 4cido clorogénico (5,81 mg g') e
4cido cafeico (1,04 mg g!), podendo a maior concentragdo desses compostos na kombucha
estar associada a presenca dessas substancias nas folhas de malvarisco adicionadas durante o
processo fermentativo, conforme observado nos estudos de Rodrigues et al. (2021). Outra
hipotese ¢ a propria saborizagdo da bebida por meio da utilizagdo do suco elaborado com o

abacaxi (Steingass et al., 2015).
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Figura 15 - Quantificagdo de compostos fenélicos nas kombuchas por HPLC (mg g”! de amostra
liofilizada)
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Fonte: Autor (2025).

O 4cido fertlico foi o composto identificado em maior concentragdo (10,44 mg g'), o
que ocorreu na amostra KB, possivelmente pelo fato de essa amostra tratar-se da kombucha
base, na qual foi utilizada apenas a adicdo do malvarisco no processo fermentativo, sem
posterior saborizagdo. O acido ferulico trata-se de uma molécula presente na constitui¢ao das
partes aéreas do malvarisco, conforme resultados obtidos nos ensaios cromatograficos
realizados nas folhas (Tabela 7) e corroborados por Sulaiman, Deepak e Balachandran (2018)
em analise espectroscopica de massa em tandem, realizada em extratos da planta. Logo, o fator
dilui¢do também pode estar associado a esse comportamento, uma vez em que foi possivel
quantifica-lo nas amostras KA e KM, ambas submetidas ao processo de saborizagdo por meio
da adicao de suco, mas em concentragoes inferiores.

Ja o composto rutina foi detectado apenas na amostra KC, onde se observou baixas
concentracdes (0,42 mg g!). De maneira geral, a exposi¢io dos compostos fendlicos ao
processo de biotransformacdo durante a fermentacdo da kombucha, em especial ao consorcio
simbiotico de bactérias e leveduras, pode ocasionar uma conversdo das estruturas dos

polifendis, originando outros compostos fenolicos por meio da atuagdo de enzimas secretadas
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pela propria microbiota, sendo responsaveis por modificar a concentracdo desses compostos.

(De Miranda et al., 2022; Jayabalan; Marimuthu; Swaminathan, 2007).

5.8 Toxicidade aguda e Inducido de edema abdominal por k-Carragenina 1,5%

5. 8. 1 Toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi conduzido com o objetivo de avaliar a seguranca da
amostra de kombucha base elaborada com a adi¢ao de malvarisco, assim como a comparagao
com a amostra controle. Este teste permitiu verificar se a inclusdo da planta, utilizada na
concentracdo de 15% (m/v) no processo de fermentacao, poderia influenciar na toxicidade da
bebida. Os resultados demonstraram que todas as doses (4; 20 e 40 mg Kg!) das amostras KB
e KC testadas nio foram téxicas para peixes-zebra adultos (DL 5o > 40 mg Kg!) no ensaio de
toxicidade aguda, pois ndo houve morte significativa de animais durante 96 horas de andlise

(Tabela 14).

Tabela 14 - Teste de toxicidade da kombucha controle (sem malvarisco) € kombucha base
(com malvarisco) — KB em peixe-zebra adulto

Toxicidade 96h
Amostras DL50 (mg Kg1)/In
4(mgKg') 20 (mgKg') 40 (mgKe?) (me Ke™)
Controle DMSO 3% 0 0 0 > 40
KC 0 0 1 > 40
KB 0 0 0 > 40

Controle (DMSO 3%; 20 pL; i.p.). Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo.
Fonte: Autor (2025).

Estudos de toxicidade, como os realizados por Balasubramanian et al. (2020) em
extratos de malvarisco por meio de embrides de peixe-zebra e camardo de salmoura, nos quais
ndo se observou toxicidade em concentracdes de 3,125-100 pug mL!, fortalecem os dados
obtidos nos ensaios realizados com a kombucha adicionada de malvarisco.

Esses achados sdo especialmente relevantes, considerando que o malvarisco ¢ uma
planta amplamente utilizada por suas propriedades medicinais, mas cujos efeitos em sistemas
bioldgicos especificos, como no peixe-zebra, ainda carecem de estudos mais detalhados. Além

disso, os resultados atestam a seguranca para consumo da bebida.
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5. 8. 2 Inducdo de edema abdominal por k-Carragenina 1,5% (teste de inflamacgdo)

O teste de efeito inflamatdrio induzido pela k- Carragenina 1,5% tém como principio a
indugdo de edema abdominal por meio da aplicagdo do composto. Ressalta-se que o teste €
baseado no aumento ou diminui¢do do peso do animal apds o pré-tratamento com a k-
Carragenina 1,5%. Quando a droga ndo apresenta agdo anti-inflamatoria, o peixe demonstrara
aumento de peso, indicando a forma¢do de edema abdominal, e nas horas subsequentes a sua
permanéncia, indicando que o edema nao reduziu (Procedimento Operacional Padrao, 2023).

Com relagao ao teste de inflamacao, apenas a amostra KM na dose intermediaria (20
mg Kg!) ndo diferiu do ibuprofeno, porém também ndo apresentou diferenca significativa do
controle DMSO 3%, indicando que ainda havia formacdo de edema. As demais doses (4 ¢ 40
mg Kg!), demostraram diferenca significativa do controle positivo (p < 0,05 vs ibuprofeno)

conforme apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Efeito das amostras kombucha controle — KC e kombucha base (malvarisco) — KB
no edema abdominal induzido por k-Carragenina 1,5% em zebrafish adulto, analisado durante
o periodo da quarta hora de teste
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Cada coluna representa uma média + erro padrao da média (n= 6/peixe). Two-way ANOVA com teste Tukey (* p
<0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. DMSO 3%; *p < 0,05, #p < 0,01, #p < 0,001, #p < 0,0001

vs. Ibuprofeno).
Fonte: Autor (2025).

Ja a amostra KC, nas doses testadas (4; 20 e 40 mg/kg), apresentou diferenga
significativa com o ibuprofeno (##p < 0,01, ###p <0,0001), indicando que ainda existe edema

formado no animal, ou seja, a amostra ndo apresenta um possivel efeito anti-inflamatdrio.
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5.9  Analises microbiologicas

Os resultados das analises microbioldgicas indicaram auséncia de Salmonella/25 mL e
Escherichia coli/mL nas kombuchas testadas, indicando conformidade com os parametros
microbioldgicos estabelecidos para o kombucha in natura (Brasil, 2024). Além disso, a
kombucha naturalmente possui caracteristicas especificas que desfavorecem o meio para o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, por deter um pH abaixo de 4,5 (Villarreal-
Soto et al., 2018). Com base nesses resultados, o produto configurou-se apto para a avaliagao

sensorial.

5.10 Analise sensorial

5.10.1 Grupo focal

No grupo focal, apds a apresentacdo das amostras e a degustacdo pelos participantes,
foram selecionados os descritores sensoriais com base nos atributos que melhor caracterizavam
as kombuchas, incluindo aparéncia, aroma, sabor e impressao global. O processo de selecao
ocorreu de forma colaborativa, por meio da discussdo e consenso entre os participantes,
garantindo que os termos escolhidos refletissem com precisdo as percepcdes sensoriais das
amostras avaliadas. Ao final, obteve-se 5 descritores de aparéncia, 12 de aroma e 14 de gosto e

sabor, totalizando 31 descritores, conforme Tabela 15.

Tabela 15 - Lista de descritores utilizados para avaliag@o sensorial das kombuchas

Aparéncia Aroma Sabor
Presenga de bolhas Aroma fermentado Gosto doce
Presenga de espuma Aroma frutado Gosto salgado

Brilhante Aroma doce Gosto acido
Translucida (limpida) Aroma citrico Gosto amargo
Turva (presenca d? material em Aroma de vinagre Sabor frutado
suspensao)
Aroma de abacaxi Sabor de abacaxi
Aroma de pitaya Sabor de pitaya
Aroma de melancia Sabor de melancia
Aroma apodrecido Sabor de cha
Aroma fermentado de pao Sabor de cha verde

Aroma herbal Sabor de vinagre
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Aroma de malvarisco Sabor refrescante
Sabor adstringente
Sabor desagradavel

Fonte: Autor (2025).

5.10.2 Teste sensorial

A analise sensorial foi conduzida com o objetivo de avaliar as caracteristicas sensoriais
das amostras de kombucha, considerando o perfil da equipe de avaliadores (Tabela 16), os
descritores e suas intensidades, previamente selecionadas. Os resultados foram analisados
estatisticamente, permitindo identificar as diferengas significativas entre as amostras e
compreender a distribui¢do dos descritores com base na frequéncia de selecao e na percepgao

sensorial dos participantes.

Tabela 16 - Informac¢des demograficas referente aos 120 avaliadores do teste sensorial

~ . Frequéncia
Informacoes Demograficas relativa (%)

18 - 20 anos 36

20 - 30 anos 40

Idade 30 - 40 anos 13

40 - 50 anos 9

50 - 60 anos 2

Conhece ou ja ouviu falar Sim 60
sobre malvarisco? Nio 40
Conhece ou j4 ouviu falar S =
sobre kombucha? Nio 44
Conhece os beneficios da Sim 35
kombucha? Nao 65

Sim 17

J4 iu kombucha?

4 consumiu kombucha Nio 23
Sempre (quase todo dia) 0

o ) Muito (pelo menos 4 vezes por semana) 1

Com que frequéncia voce Moderado (pelo menos 2 vezes por semana) 0

consome kombucha? p A P

Pouco (1 vez por més) 1
Quase nunca (menos de uma vez por més) 98

Fonte: Autor (2025).
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Os dados demograficos apresentados indicam que a grande maioria dos avaliadores esta
concentrada entre 18 ¢ 30 anos (76%), sugerindo um publico-alvo jovem, mais receptivo a
produtos associados a satide e bem-estar. No entanto, a baixa representatividade de pessoas
acima de 30 anos pode limitar o entendimento sobre a aceitagao do produto por consumidores
mais velhos, considerando que consumidores em idades mais avangadas também tém potencial
interesse em produtos funcionais e naturais, como a kombucha.

Em relacao ao conhecimento prévio sobre o malvarisco ¢ a kombucha, foi identificado
que 60% dos avaliadores ja ouviram falar sobre malvarisco, enquanto 40% desconhecem a
planta. Isso revela um conhecimento moderado, mas ainda insuficiente, sobre o ingrediente.
Analisando o conhecimento sobre kombucha, 56% afirmaram conhecer a bebida, mas apenas
35% compreendem seus beneficios. Essa diferenca reforga a ideia de que, embora a kombucha
esteja ganhando popularidade, o publico em geral ainda carece de informacdes sobre suas
propriedades funcionais e diferenciais em relagdo a outras bebidas.

Ja sobre o consumo da kombucha os nimeros sdo inferiores, onde somente 17% ja
consumiram, sendo 98% de forma esporadica (menos de uma vez por més). Esses dados
indicam barreiras como perfil sensorial, preco ou acesso, que dificultam a popularizagao e

consolidagao da bebida como habito alimentar.

5.10.3 Check all that apply (CATA)

O tratamento estatistico possibilitou identificar que, dos 31 atributos avaliados, 9 deles
foram significativos (p < 0,05) pelo teste Q de Cochran, sendo eles: presenca de bolhas,
presenca de espuma, translucida (limpida), aroma doce, aroma de pitaya, gosto doce, sabor de
abacaxi, sabor de pitaya e sabor de melancia (Tabela 17). O descritor gosto doce foi mencionado
para descrever as kombuchas em uma propor¢do de 80%. Ja os descritores translucida
(limpida), aroma doce e sabor de abacaxi foram mencionados nas propor¢des de 72, 68 e 43%,
respectivamente, enquanto os descritores presenca de bolhas, presenca de espuma, aroma de

pitaya, sabor de pitaya e sabor de melancia foram mencionados em proporg¢des abaixo de 20%.
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Tabela 17 - Resultado do teste Q de Cochran referente aos atributos e a frequéncia de sele¢do

por tratamento

Atributos p-valores Tratamentos™
KC KP KA KM

Presenca de bolhas* 0,000 0,2352 0,070° 0,296  0,104°
Presenca de espuma* 0,000 0,035 0,035% 0,07% 0,061
Brilhante 0,159 0,835% 0,877* 0,7912 0,843%
Translicida (Limpida)* 0,001 0,8712 0,482° 0,757  0,774*
Turva (material em suspensao) 0,316 0,661 0,421° 0,557  0,765°
Aroma fermentado 1,000 0,565 0,465 0,5312 0,565%
Aroma frutado 0,227 0,461° 0,623% 0,774* 0,583
Aroma doce* 0,005 0,557° 0,623 0,843* 0,687
Aroma citrico 0,980 0,513% 0,431° 0,635  0,609°
Aroma vinagre 0,782 0,4712 0,289>  0,374%®  0,374%
Aroma abacaxi 0,182 0,252° 0,158° 0,748*  0,252°
Aroma pitaya* 0,000 0,096° 0,412° 0,113*  0,078°
Aroma de melancia 0,330 0,1042 0,096* 0,104% 0,139%
Aroma apodrecido 0,207 0,3912 0,202°  0,261%  0,304%
Aroma fermentado de pao 0,672 0,322° 0,263 0,243 0,226*
Aroma herbal 0,980 0,4172 0,447° 0,365° 0,487°
Aroma de malvarisco 1,000 0,4872 0,500? 0,4872 0,557?
Gosto doce* 0,034 0,809  0,728°  0,870*  0,809*
Gosto salgado 0,237 0,209* 0,193 0,148 0,243
Gosto acido 0,998 0,504* 0,4122 0,4432 0,417%
Gosto amargo 0,944 0,409* 0,377% 0,33? 0,443
Sabor frutado 0,453 0,530  0,667®®  0,757*°  0,661%
Sabor de abacaxi* 0,000 0,435° 0,158 0,809°  0,322°
Sabor de pitaya* 0,000 0,043° 0,491% 0,087°  0,087°
Sabor de melancia* 0,000 0,087° 0,079® 0,104>  0,226°
Sabor de cha 0,798 0,7042 0,614* 0,557* 0,678?
Sabor de cha verde 0,951 0,522*  0,430®® 0,348  0,5222
Sabor de vinagre 0,370 0,313% 0,202% 0,217% 0,278
Sabor refrescante 0,999 0,539 0,491 0,583 0,530%
Sabor adstringente 0,881 0,304* 0,289 0,2522 0,322°
Sabor desagradavel 0,821 0,374% 0,404° 0,287° 0,383°

KC — kombucha controle, KP — kombucha pitaya, KA — kombucha abacaxi, KM - kombucha melancia.
p-valor menor que 0,05 indica significancia para o atributo (teste Q de Cochran).
** Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas entre os tratamentos a 5% de significancia,

pelo teste de McNemar (Bonferroni).
Fonte: Autor (2025).

Para o descritor presenca de bolhas, foram observadas diferencas significativas (p <

0,05) para as amostras KC e KA, quando comparadas com KP e KM, porém elas ndo difeririam

entre si (p > 0,05), sendo a quantidade de mengdes do termo para a descricdo das amostras de
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29,6% para KA, de 23,5% para KC, de 10,4% para KM e de 7% para KP. Esses resultados
revelam que a presenga de bolhas foi mais perceptivel para kombucha de abacaxi e menos
perceptivel para a kombucha de pitaya, possivelmente devido a viscosidade e a intensidade de
cor do suco utilizado no processo de saborizacao, que pode ter influenciado a visualizagdo das
bolhas na amostra KP. J& para presenca de espuma, as amostras nao diferiram
significativamente entre si (p > 0,05) e as mengdes para esse termo foram inferiores a 10%,
indicando uma baixa presenca de espuma nas amostras submetidas ao teste.

As amostras KC (87,1%), KA (75,7%) e KM (77,4%) foram descritas como mais
translicidas, ndo apresentando diferenca significativa entre si (p > 0,05), enquanto KP (47,8%)
foi significativamente diferente (p < 0,05) das demais amostras e mencionada em menor
proporcao para este atributo. Isso sugere que o suco de pitaya, utilizado na KP, impactou
negativamente a aparéncia limpida devido a sua coloracdo intensa e a possivel presenga de
particulas em suspensao.

Nos descritores de aroma doce e gosto doce, a amostra KA diferiu significativamente (p
<0,05) da amostra KP, assim como também apresentou o maior indice de mengdes 84,3 ¢ 87%,
respectivamente. Para os descritores aroma de pitaya e sabor de pitaya, a amostra KP apresentou
diferenca das demais amostras, o que ja era esperado, devido a predominancia do perfil
sensorial caracteristico do suco de pitaya em KP.

Dartora et al. (2023), na avali¢do das caracteristicas sensoriais de kombuchas
elaboradas com cha verde durante 14 dias de fermentagdo, observaram que no quarto dia
acentuaram-se os aspectos de turbidez, aroma de vinagre, frutas citricas, 4cido e alcoodlico; e
obtiveram uma bebida com sabor azedo, amargo e de vinagre.

As amostras KA e KM apresentaram comportamento similar nos descritores de sabor
de abacaxi e sabor de melancia. A amostra KA diferiu significativamente (p < 0,05) das demais
amostras para o descritor sabor de abacaxi; o mesmo ocorreu para amostra KM no descritor
sabor de melancia. Os resultados, ja esperados, demonstram que os avaliadores apresentaram
facilidade na percepcao dos descritores de cada amostra, até mesmo para a amostra KM, em
que o suco sofreu o processo de clarificagdo, perdendo assim, suas caracteristicas naturais de
coloracdo avermelhada.

A andlise de Correspondéncia foi aplicada aos descritores sensoriais que se mostraram
significativos (p < 0,05) pelo teste CATA. Assim, observou-se a boa adequagdo para a
explicagdo da variacdo dos dados para as diferentes amostras de kombuchas, onde a soma das

dimensdes 1 (74,95%) e 2 (17,38%) totalizaram 92,33%, como representado na Figura 17.
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Figura 17 - Andlise de Correspondéncia para o teste CATA
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KC — kombucha controle; KP — kombucha pitaya; KA — kombucha abacaxi KM — kombucha melancia; SME —
Sabor de melancia, TL — Translucida (limpida), GDO — Gosto doce, ADOC — Aroma doce, PE — Presenga de
espuma, PB - Presenca de bolhas, SAB — Sabor de abacaxi, APIT — Aroma de pitaya e SPI — Sabor de pitaya.
Fonte: Autor (2025).

A andlise do grafico gerado revela que a maior parte da variabilidade dos dados obtidos
(~75%) esta sendo explicada pela dimensao 1, sugerindo que os descritores associados a ela
apresentam maior relevancia para explicar as diferencas entre as amostras. Entretanto, a soma
dos dois eixos captura a maior parte da variagao sensorial entre as amostras. Isso demonstra que
o grafico € representativo e fornece uma visdo confiavel das diferencas entre as kombuchas.

O posicionamento disperso das amostras saborizadas na Figura 17 revelou que ha
caracteristicas distintas entre elas, perceptiveis no teste sensorial. A amostra KP (Kombucha
pitaya), no quadrante 4, associou-se aos vetores APIT (Aroma de pitaya) e SPI (Sabor de
pitaya), evidenciando as caracteristicas sensoriais distintas das demais amostras, atribuidas a
bebida pela saborizagdao com o suco de pitaya. Além disso, ¢ a amostra mais afastada do eixo
da dimensao 1, reforcando sua disting¢ao.

Conforme Bishop et al. (2022), tanto os tipos de cha utilizados como matéria-prima
quanto os microrganismos presentes, como leveduras e bactérias, influenciam de forma
significativa o perfil aromatico, algo também observado em outras bebidas fermentadas.

Ja a amostra KA (Kombucha abacaxi), no lado oposto (quadrante 3), correlacionou-se

aos vetores SAB (Sabor de abacaxi) ¢ PB (Presenga de bolhas), resultando no alinhamento da
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bebida ao sabor do abacaxi, bem como revelou uma maior percepcao de bolhas, possivelmente
atribuida a interagdo dos compostos presentes no suco com a kombucha base durante a
saborizagao, proporcionando um ambiente mais favoravel e estimulando uma maior produgao
de dioxido de carbono (CO2), mesmo apos a refrigeragao. Outro fator que pode estar associado
¢ a coloragao clara da bebida apos a saborizagdo, assim como sua baixa turbidez, que facilitaram
a visualizagdo das bolhas de CO».

A amostra KM (Kombucha melancia) e KC (Kombucha controle) apresentaram
similaridades nos descritores sensoriais, como a proximidade do vetor TL (Translicido),
indicando que nesse descritor foi observada pouca diferencga entre as duas bebidas. Isso esta
muito associado ao fato de que ambas apresentavam tonalidades claras e translucidas, em KM
pela clarificagcdo do suco de melancia, e em KC por ja ser uma caracteristica padrdo da bebida
e ndo haver adicdo de suco. Ainda sobre KM a proximidade com o descritor SME indicou a
percepcao do sabor de melancia para a amostra, apontando que o processo de clarificacdo nao
comprometeu as caracteristicas de sabor do suco associado a kombucha.

Os descritores GDO (Gosto doce) e ADOC (Aroma doce) estdo proéximos ao centro
(origem), indicando que o dulgor, tanto no sabor quanto no aroma, ¢ uma caracteristica
compartilhada por todas as amostras. Os teores de acticar da kombucha tendem a diminuir com
o aumento do sabor acido, devido ao fato de o SCOBY utilizar o a¢ticar como substrato para
produzir acidos organicos (Villarreal-Soto et al., 2018). Os descritores de gosto doce e aroma
doce observados nas amostras de kombucha podem ser associados ao menor tempo de
fermentagdo (4 dias), onde o consumo de agucares foi menor do que no tempo de fermentagado

comumente utilizado (7 — 10 dias), resultando em kombuchas de sabor e aroma mais doce.

5.10.4 Rate all that apply (RATA)

A partir do teste RATA, foi possivel identificar a intensidade dos descritores sensoriais

utilizados para o teste CATA nas amostras de kombuchas, conforme representado na Tabela

18.



Tabela 18 - Valores médios para intensidade dos atributos sensoriais pelo teste RATA
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. Tratamentos** Pr >

Atributos
KC KP KA KM Fel

Presenca de bolhas* 0,330* 0,105 0,495 0,121° 0,000
Presenca de espuma 0,043* 0,070* 0,095* 0,086* 0,717
Brilhante* 1,930° 2,649 1,800° 1,747° 0,000
Translicida (Limpida)* 2,095° 1,122* 1,730° 1,765° 0,000
Turva (Material em suspensao) * 1,643° 0,991° 1,304° 2,182* 0,000
Aroma fermentado 1,243* 0,903* 1,130* 1,165* 0,210
Aroma frutado* 0,852° 1,315 2,165* 1,191° 0,000
Aroma doce* 1,200° 1,307° 2,347* 1,547° 0,000
Aroma citrico* 0,939 0,745 1,478 1,243*® 0,000
Aroma vinagre* 0,956* 0,552 0,652% 0,765 0,041
Aroma abacaxi* 0,417° 0,280° 2,469* 0,547° 0,000
Aroma pitaya* 0,121° 0,859* 0,217° 0,104° 0,000
Aroma de melancia 0,139* 0,157 0,173* 0,339* 0,076
Aroma apodrecido* 0,800* 0,350° 0,443 0,504 0,003
Aroma fermentado de pao 0,582* 0,500* 0,417* 0,434* 0,530
Aroma herbal 0,930* 1,078* 0,834* 1,313* 0,076
Aroma de malvarisco 1,113* 1,342* 1,121* 1,513* 0,149
Gosto doce* 2,078 1,561° 2,286 1,869 0,000
Gosto salgado 0,330* 0,342* 0,226* 0,347* 0,546
Gosto acido 0,982* 0,754* 0,843* 0,695* 0,232
Gosto amargo 1,026 0,903* 0,704* 0,921* 0,328
Sabor frutado* 1,008° 1,385% 2,191* 1,513 0,000
Sabor de abacaxi* 0,878° 0,263° 2,817* 0,678° 0,000
Sabor de pitaya* 0,069° 1,026* 0,156° 0,113° 0,000
Sabor de melancia*® 0,156° 0,140° 0,147° 0,573* 0,000
Sabor de cha* 1,869* 1,535% 1,139° 1,747* 0,002
Sabor de cha verde* 1,208 0,938 0,634 1,113* 0,004
Sabor de vinagre 0,600* 0,385* 0,417* 0,400*° 0,256
Sabor refrescante 1,278* 1,166 1,669* 1,252* 0,061
Sabor adstringente 0,530* 0,535* 0,478* 0,539* 0,960
Sabor desagradavel 0,939* 0,964 0,634* 0,895* 0,235

KC —kombucha controle; KP — kombucha pitaya; KA —kombucha abacaxi; KM —kombucha melancia. *Atributos
que apresentaram diferenca na intensidade (p < 0,05). **Médias nas linhas seguidas por letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos a 5% de significancia, pelo teste de McNemar (Bonferroni).

Fonte: Autor (2025).

Por meio da anélise estatistica, foram identificadas diferengas significativas (p < 0,05)

na intensidade de 18 descritores, sendo 4 relacionados a aparéncia, 7 ao aroma e 7 ao sabor.

Para considerar a relagdo entre a intensidade dos descritores e amostras de kombucha, foi

realizada a Anélise de Componentes Principais (Figura 18).
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Figura 18 - Analise de Componentes Principais (ACP) das kombuchas pelo RATA
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KC — kombucha controle; KP — kombucha pitaya; KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia; SME —
Sabor de melancia; TL — Translacida (limpida), GDO — Gosto doce, ACIT — Aroma citrico, PB - Presenga de
bolhas, SAB — Sabor de abacaxi, AABA — Aroma de abacaxi, ADOC — Aroma doce, SFR — Sabor frutado, AFRU
— Aroma frutado, APIT — Aroma de pitaya, SPI — Sabor de pitaya, BR — Brilhante, SCH — Sabor de chd, SCHV —
Sabor de cha verde, SME — Sabor de melancia, AAPO — Aroma apodrecido, AVIN — Aroma vinagre, TV — Turva
(material em suspensio).

Fonte: Autor (2025).

A distribuicdo da kombuchas no grafico revela as distingdes entre as amostras. Os
componentes 1 (48,62%) e 2 (39,35%), que totalizam 87,97%, explicaram a maior parte da
variabilidade entre as bebidas.

A amostra KM (kombucha melancia), localizada no quadrante II, apresentou um
comportamento similar a amostra controle (KC), por estar mais proxima ao centro € mais
proxima aos vetores que caracterizaram a bebida tradicional. Entretanto, mesmo com
proximidade as caracteristicas da kombucha controle, por meio do vetor SME (Sabor de
melancia), observou-se uma percepcao em menor intensidade por parte dos avaliadores, para
caracterizar o sabor de melancia na bebida. Fatores como a auséncia de pigmentagado, explicada
pela maior proximidade com o vetor TL (Translucida) e uma possivel redug¢do no perfil
aromatico para a amostra KM, decorrentes da clarificagdo enzimatica do suco de melancia,
podem ter influenciado na maior distincdo da amostra (Riu-Aumatell, Lopez-Tamames;

Buxaderas, 2005; Armada; Ferndndez; Falqué, 2010).
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Ja& para a amostra KA (kombucha abacaxi), localizada no quadrante IV, o
comportamento foi oposto, mas ja esperado, com KA apresentando forte intensidade para os
vetores AABA (Aroma de abacaxi), ADOC (Aroma doce) ¢ SAB (Sabor de abacaxi), que
descrevem as caracteristicas sensoriais da bebida adicionada do suco de abacaxi. Além disso,
reforca as correlagdes observadas para os dados de CATA (Figura 17). A amostra também se
destacou pelos vetores ACIT (Aroma citrico), GDO (Gosto doce), SFR (Sabor frutado), AFRU
(Aroma frutado) e PB (Presenca de bolhas), indicando a adesdo de descritores sensoriais que
conferiram um perfil mais leve para a bebida com a saborizacdo e que a difere da kombucha
convencional. Ainda sobre KA, o descritor PB indicou que o CO; foi perceptivel na amostra
pelos avaliadores, assim como observado para CATA, diferindo-se das demais bebidas.
Mendonga et al. (2023), na avaliacao sensorial de kombuchas elaboradas com partes do hibisco
e saborizadas com suco de uva, nao obtiveram diferengas entre as amostras para o descritor
presenca de bolhas.

O perfil apresentado pela amostra KP (kombucha pitaya) (quadrante IIT) também reflete
sua distin¢do das demais amostras. Assim como na amostra KA, a intensidade dos vetores APIT
(Aroma de pitaya) e SPI (Sabor de pitaya) indicaram boa percepcao por parte dos avaliadores
para caracterizar a amostra KP, assim como a pigmentag¢ao atribuida a kombucha decorrente da
presenca de betalainas presente na pitaya configuraram uma aparéncia distinta para a bebida. O
descritor BR (Brilhante), também associado a bebida, reflete as caracteristicas de intensidade
de cor e de viscosidade do suco de pitaya.

A amostra KC (kombucha controle), por sua vez, foi descrita por sua neutralidade, uma
vez que nao recebeu saborizacao. Essas caracteristicas sdo apontadas por meio dos vetores SCH
(Sabor de chd), SCHV (Sabor de ché verde) e AAPO (Aroma apodrecido), que refletem o perfil
da bebida tradicional, resultado da presenca marcante do sabor de cha atribuido pela Camellia

sinensis e do aroma de fermentagdo que comumente se associa ao aroma apodrecido.

5.10.5 Aceitagdo e intencdo de compra das kombuchas

As médias para os atributos sensoriais (aparéncia, aroma, sabor, aceita¢do global) das

kombuchas avaliadas sdo apresentadas na Tabela 19.
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Tabela 19 - Valores médios e desvios-padrdo para os atributos sensoriais das kombuchas

Amostras
Atributos KC KP KA KM
Aparéncia 5,55+ 1,68 7,03 + 1,67 6,00 + 1,42° 5,08 + 1,53¢
Aroma 5,06+ 1,73¢ 5,77 +1,63° 6,80 + 1,572 5,30 + 1,69°
Sabor 5,38 +1,92° 5,24 +1,92° 7,00 + 1,682 5,39 +2,04°
Aceitagdo global 5,54 +1,85° 5,37 +1,93° 7,06 + 1,622 5,21 + 2,06

KC — kombucha controle; KP — kombucha pitaya; KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia.
Valores seguidos de letras diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa de acordo com analise de varidncia
e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Conforme os dados obtidos, observaram-se diferencas significativas (p < 0,05) para
todas as amostras de kombucha. Esses resultados revelam que o processo de saborizagao das
bebidas, apos a fermentagao, apresentou relevancia na sua aceitagao sensorial. Além disso, por
meio dos dados, foi verificado que a utilizagdo do malvarisco durante a fermentagcdo das
amostras saborizadas ndo comprometeu os aspectos sensoriais finais da kombucha, visto que,
nos testes CATA (Tabela 17) e RATA (Tabela 18), os descritores relativos a planta nao foram
significativos. Esses resultados sdo relevantes, pois apontam que a adicdo do malvarisco, na
concentracdo de 15% (m/v), o configura como uma matéria-prima vidvel no processo de
elaboragdo das kombuchas, além do impactar no perfil de compostos bioativos da bebida.

Para o atributo de aparéncia, a amostra KP (kombucha pitaya) apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) das demais amostras, com pontuacao classificando-a como “Gostei” na
escala hedonica de nove pontos, revelando que as caracteristicas de cor e brilho da amostra
favoreceram sua maior aceitacdo nesse atributo. A amostra KA (kombucha abacaxi) foi
relacionada ao “Gostei pouco”, enquanto KC (kombucha controle) e KM (kombucha melancia)
foram associadas ao “Nem gostei nem desgostei”.

Ja para os atributos de aroma, sabor e aceitagdo global, a amostra KA apresentou
diferenga significativa (p < 0,05) dos demais tratamentos, com pontuagdes associadas ao
“Gostei”, para sabor e aceitacdo global, e pontuacdo proéxima ao “Gostei” para o atributo de
aroma. As maiores pontuagdes de KA para o atributo de sabor aceitacao global refletem a maior
influéncia deles na aceitacdo das bebidas pelos avaliadores.

De maneira geral, os dados sobre a intengao de compra apresentados na Figura 19
revelaram que a amostra KA obteve as maiores frequéncias para “Provavelmente compraria”
(28%) e “Certamente compraria” (25%), com sua soma superior a 50% dos avaliadores. Esses
dados indicam seu destaque na inten¢do de compra, o que também se relaciona positivamente

aos resultados obtidos no teste de aceitacao.
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Figura 19 - Distribuicao da frequéncia de intengdo de compra das kombuchas
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KC — kombucha controle; KP — kombucha pitaya; KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia; SME —
Sabor de melancia.
Fonte: Autor (2025).

As frequéncias para “Provavelmente compraria” (25%) e “Certamente ndo compraria”
(24%) destacaram duvida por parte dos avaliadores em relagdo a intengdo de compra para a
amostra KP. J4 para amostra KM, foi observada uma maior rejei¢do ao se somar as frequéncias
para “Provavelmente ndo compraria” (21%) e “Certamente ndo compraria” (24%), refletindo
45% dos avaliadores. Para a amostra KC, os avaliadores declararam “Talvez comprasse/talvez
nao comprasse” (30%), indicando a neutralidade da amostra.

Com o objetivo de avaliar a aceitacdo comercial das kombuchas, foi calculado o indice

de aceitabilidade para os atributos sensoriais (Figura 20).
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Figura 20 - Indice de aceitabilidade por atributos para as amostras de kombucha
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KC — kombucha controle, KP — kombucha pitaya;KA — kombucha abacaxi; KM — kombucha melancia.
Fonte: Autor (2025).

De acordo com Teixeira et al. (1987) e Dutcosky (2019), uma boa aceitacdo comercial
¢ baseada em indices de aceitagdo com valores iguais ou superiores a 70%. Para as kombuchas
estudadas, apenas a amostra KA (kombucha abacaxi) obteve valores superiores ao estabelecido
para os atributos de sabor e impressao global, embora o atributo de aroma tenha apresentado
um valor muito proéximo a 70%. A amostra KP (kombucha pitaya) apresentou um valor superior
apenas para o atributo de aparéncia, como resultado da coloragdo marcante da bebida, mas
apresentou valores abaixo dos esperados para os demais atributos. Dessa forma, ¢ possivel
concluir que a amostra KA atende aos requisitos para uma boa aceitagdo comercial nos atributos

de maior impacto para o produto.
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6 CONCLUSOES

As folhas de malvarisco apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e bioativas
positivas, com alta atividade antioxidante, evidenciando seu potencial como ingrediente
funcional na fermentagao da kombucha.

A kombucha base (KB) demonstrou superioridade sobre a amostra controle (KC) em
parametros como pH, acidez total e volatil. A saborizacdo promoveu diluicdo das amostras,
resultando em aumento de pH, mas ainda dentro dos limites exigidos pela legislacao vigente.
A amostra KA destacou-se com os maiores valores de acidez, atribuidos aos acidos organicos
e compostos do suco de abacaxi na saborizagdo.

Em relacdo aos compostos bioativos, a amostra KB apresentou o maior teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante, enquanto nas bebidas saborizadas a amostra KA
teve resultados elevados para compostos fenolicos e atividade antioxidante por FRAP.
Complementando, a analise cromatografica identificou oito compostos fenolicos, com destaque
para o acido fertlico em KB e maior concentragcdo de acido gélico, clorogénico e cafeico na
KA.

As kombuchas ndo apresentaram toxicidade no modelo zebrafish e atenderam aos
padrdes microbioldgicos vigentes.

A kombucha saborizada de abacaxi se destacou dentre as formulagdes quanto aos
atributos sensoriais avaliados, refletindo uma boa intencdo de compra e indices de
aceitabilidade satisfatorios.

Os resultados obtidos indicaram que o malvarisco se configura como uma matéria-prima
vidvel no processo fermentativo da kombucha. Além disso, a saborizagdo da bebida, com suco
de abacaxi, elaborada com adi¢cdo da planta, contribui para a melhor aceitagdo sensorial,
representa um diferencial promissor para a industria alimenticia e promove aumento da

competitividade no mercado de bebidas.
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APENDICE B — Quantificacdo de compostos fenélicos nas kombuchas por HPLC (mg/g

de amostra liofilizada)

Concentracio (mg/g de material)

Constituintes Tr(min)

KP KA KC KM KB
Acidos
fenolicos
Acido Galico 3,54 233+042 520+0,16 1,3+0,12 4,10+0,11 2,39+0,15
Acido
. 3,81 535+£044 581=+032 2,7+£0,22 3,02+0,27 4,96+0,33

Clorogénico
Acido 565  044+022 1,04+0,40 - 0,92+0,33 0,74+0,51
Cafeico
Acido

- 6,81 - 0,58 £ 0,44 - 047+0,28 0,62+0,27
Vinilico
Acid9 p- 8.32 B} 0,88 +0,31 2,04+045 1,08+0,32 1,92+0,54
Cumarico
Acido 11,07 i 3474 0,52 i 6.98 =043 1044+ 0,33
Ferulico
Flavonoides
Rutina 6,62 - - 0,42 +0,26 - -

Isoquercitrina 7,83 -

Tr - Tempo de retengdo; KC - Kombucha Controle; KB - Kombucha Base; KA - Kombucha de abacaxi; KM -
Kombucha de melancia; KP - Kombucha de pitaya.
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APENDICE D — Ficha da analise sensorial

L 10

=l INSTITUTO FEDERAL
Coard

BB  Campus bemoeiro de Norte

FICHA DE ANALISE SENSORIAL

ACEITABILIDADE DE KOMBUCHAS PRODUZIDAS COM ADICAO DE MALVARISCO

Plectranthus ambeinicus (Lour.) Spreng

MNome: Provador:

Género: () Masculine () Feminine () Outro Data: /[
Escolaridade: { ) Mo estudou [ ) Fundamental incompleto { ) Fundamental { ) Médio incompleto

{ ) Meédio( ) Superior incompleto( ) Superior ( ) Especializacio { )} Mestrado incompleto

{ ) Mestrado () Doutorado incompleto ()} Doutorado

Faixa Etaria: ( ) 18-20anos ( )= 20-30anos { )= 30-40anos { )= 4030 anos { )= 50-60 anos

{ 1= 6lanos

Conhece ou jd ouvir falar sobre malvarisco?

{ ) Sim
() Mao
Conhece ou ja ouvir falar sobre kombucha?
{ ) Sim
{1 Mo
Se sim, conhece os beneficios da kombucha?
() S8im
{ ) Nao

Ji consumin kombucha?
{ ) 8im
{ ) Mao

Se sim, com que frequéncia vocé consome kombuocha?
{ ) Sempre (quase todo dia)

{ ) Muito {pelo menos 4 vezes por semana)

{ ) Moderado (pelo menos 2 vezes por semana)

{ ) Pouco (1 vez por més)

{ ) Quase nunca (menos de uma vez por mes)



Ceara

AMOSTRA:

INSTITUTO FEDERAL

Campus Limaeiro do Norte

L. Vooé receben uma amostra de kombucha, OBSERVE-A ¢ avalie quante a sug APARENCIA:

1.1) O guants vood gostou ou desgostou de APARENCIA dessa
umsua?
3 a 5 & 7 B
@ @ ®@e 6 6 @ @
vt [mgmile  Teggnie I.H.anl L =] el Gadm
||||||||||| i i == e muils it
Frgeed

Coloqgue aqui suas imgressiies com relaglo & aparénda da bebida:

Descritores MNada
Presenga de bofhas
Presenta de espuma
Brilhante
Transhicida (limpida)
Turva (presenga de material em
suspensao)

e,

) [
! (
) (
) (
) (

Pouguissima Pouco

)
)
)
)
)

1.2. Abaino estio fistados whrios termos descritores de aparéneia. OBSERVE a amosira & marque o GRAU DE INTENSIDADE dos termos
que & CARACTERIZAM:

Meédio Muito Muitissimo

()
()
ki)
L)
(i)

—
e e
— e —

) ()
! ()
! ()
) ()
) ()

2. Faga movimentos circulares com o copo ¢ aproxime do nariz, sinta o cheiro da kombucha e avalic 0 AROMA:

11) O guants vocd gostou ou desgostou do ARDMA dessa
aimml'.ra?

3 4 5 [ 7 ]
@ ® @ @ @ @ @ @ @
Tegoibel (imigoidel  Tenginl  Deagos Goww  faslel Goah
muifiamr  Auile pkn aem prurn mass 'rn.lmrrf\-
ot

Cologue agui uas impressbes com relacSo ao aroma da bablda:

a CARACTERIZAN:

Descritores
Aroma fermentado
Aroma frutado
Aroma doce
Aroma citrico

Aroma de abacaxi
Aroma de pitaya
Aroma de melancia
Aroma apodrecido
Aroma fermentado de pdo
Aroma herbal

N
{
{
{
{
Aroma de vinagre {
{
{
(
{
{
{
Aroma de malvarisco {

Pouc
(
(
(
{
(
(
(
(
(
(
!
(

2.2 Ahaixo estBo listados wirios termos descritores de aroma, OBSERVE & amosira & marque o GRALU DE INTENSIDADE dos termaos que

g

Muitissimo

()

T Tt o o i i i ot o e

dio
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

e e e e . s e s, e e B
i s e, e T e
s e
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oEE
BE INSTITUTO FEDERAL
] Ceara

BB Campus Umoeiro do Norte

1. Prove a bebida e avalie o SABOR:

3 1:| O mueanto voed gostou ou desgostou do SABOR dessa amasira? Cologue agui suas impressfes com relacio ao sabar da bebida:
2 3 4 3 fi T B
grades  Desgminl [ weggilel  Deggradel Mo gedr  Gasel
-mul aaaaaaaaa 3 B0 e e wadn e
g

1.2) Abaixo estio listados vadrios termas descritoras de sabor. DBSERVE a amostra & margue o GRAL DE INTENSIDADE dos termas gue a
CARACTERIZAM.

Descritores Nada Pougquissimo  Pouco Medio Muito Muitissimo
Gosto doce { } { { ]
Gosto salgado {
Gosto dcido {
Gosto amargo [
Sabor frutado [
Sabor de abacax [
Sabor de pitaya [
Sabor de melancia |
Sabor de chd i
Sabor de cha verde (
Sabor de vinagre [
Sabor refrescants !
Sabor adstringente ﬂ
Sabor desagradavel |

T o Tt i ot i et e o it o ot

(
(
(
{
(
(
(
(
f
(
!
|
!
(

B
o, i, i, i, i, i, i, i,
T o g g T g g gl gl g g g g
B . . S
B R W
R T T T e e
e T e el e ol o el el el e e

4, [e MANEIRA GLOBAL, mdigque o quanto gostou ou desgoston da pmostra sinalizando abaixo:

4.1) ACEITACAD GLOBAL? Comentirlos:
1 z 3 4 5 & 7 B 9
sprdE Dy gl Desgutiel Memgnael  Gewiel Gowiel G - I
tissenes g B
4.2) Caso vocé encontrasse essa bebida no mercado, qual seria sua INTENCAO DE COMPRA?
Certamente compraria { )
Provavelmente compraria { )
Talvez comprasse/talvez ndo comprasse { )
Provavelmente ndo compraria { )

Certamente ndo compraria ( 3
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APENDICE E — Grifico de radar para a intensidade dos atributos pelo teste RATA.

SCHV

SCH

SME

SPI

SAB

SFR

GDO
AAPO
SCHV
SCH
SME
Pl .
SAB
SFR
GDO
AAPO

KC

PB

2,0
15
1,0
0,5

0,0

APIT

PB
3,0

25
2,0
1.5
1,0
05
0,0

APIT

BR

TL

v
AFRU
ADOC
ACIT
AVIN
AABA
BR
TL
v
AFRU
ADOC
ACIT
AVIN
AABA

SCHV
SCH

SME

SPI

SAB

SFR

GDO

AAPO

SCHV

SCH

SME

SPI

SAB

SFR

GDO

AAPO

KP

PB
3,0

25
2,0

154

1,0
0,5

APIT

KM

PB
2,5

20
1.5
1,0
0,5

0,0

APIT

BR

TL

v
AFRU
ADOC
ACIT
AVIN
AABA
BR
TL
v
AFRU
ADOC
ACIT
AVIN
AABA
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Legenda: KM — Kombucha melancia, KC — Kombucha controle, KA — Kombucha abacaxi, KP — Kombucha
pitaya, TL — Translucida (limpida), GDO — Gosto doce, ACIT — Aroma citrico, PB - Presenca de bolhas, SAB —
Sabor de abacaxi, AABA — Aroma de abacaxi, ADOC — Aroma doce, SFR — Sabor frutado, AFRU — Aroma
frutado, APIT — Aroma de pitaya, SPI — Sabor de pitaya, BR — Brilhante, SCH — Sabor de cha, SCHV — Sabor de
cha verde, SME — Sabor de melancia, AAPO — Aroma apodrecido, AVIN — Aroma vinagre, TV — Turva (material

em suspensao).
Fonte: Autor (2025).
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APENDICE F - Cromatogramas dos ensaios em HPLC.

CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA — KP

mAU

1001 2
751
50
25

00|

k I I I I I I I I I I I I ‘ I I I I I I I I ‘ I I I I
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 min

Tempo de s . (.
N°e Re ter:lg:ﬁo Descricao Comprimento de onda maximo

Area

1 3.54min Acido Galico 133605 195 nm; 224 nm
2 381 min  Acido Clorogénico 80679 215 nm; 330 nm
3 5.65 min Acido Cafeico 35324 218 nm; 324 nm
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CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA — EXTRATO DE

MALVARISCO
mAU
150 2
100
5
50-] 3
] 1
ol
Ob | ‘5‘0 | ‘10‘0‘ ‘15‘.0‘ ‘20‘0‘ ‘25‘0‘ ‘n;n
N° Tempo de Descriciao { Comprimento de onda maximo
Retenciao ¢ Area P
1 3.51 min Acido Galico 127092 212 nm; 273 nm
2 381 min  Acido Clorogénico 1217412 219 nm; 330 nm
3 5.42 min Acido Cafeico 868725 217 nm; 324 nm
4 6.81 min Acido Vinilico 340857 207 nm; 259 nm

5 7.88 min Isoquecitrina 1879213 199 nm; 254 nm; 342 nm
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CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA — KA

mAU

N° ]l;eel?e[::::;: Descriciao Area Comprimento de onda maximo
1 3.55 min Acido Galico 186698 212 nm; 273 nm

2 3.80min  Acido Clorogénico 82253 198 nm; 326 nm

3 5.52min Acido Cafeico 101671 217 nm; 324 nm

4 6.64 min Acido Vinilico 28197 207 nm; 259 nm

5 8.32 min Acido p-Cumérico 7266 216 nm; 326 nm

6 11.07 min Acido Ferulico 26514 219 nm; 322 nm
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CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA — KC

mAU
251
205
155
0]
5 TN
g
O.b | | 5.0 B 10.0 | | 15‘.0 20.0 ‘25‘.0 min
N°e ]l;eel?e[::::;: Descriciao Area Comprimento de onda maximo
1 6.62 min Rutina 186698 202 nm; 256 nm; 348 nm
2 9.50 min Acido p-Cumérico 122028 216 nm; 326 nm
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CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA — KM

mAU
] 1
15i
10— 2
5]
| 3 4
] 5
S
dO | 5.‘0 | 16.0 | 15‘.0 | | 2d.0 - 25‘.0 - r‘rin‘
Tempo de
o .~ . . .
N Retenciio Descricao Area Comprimento de onda maximo
1 3.51 min Acido Galico 130213 212 nm; 273 nm
2 3.80min  Acido Clorogénico 70058 198 nm; 326 nm
3 5.49 min Acido Cafeico 63635 217 nm; 324 nm
6.81 min Acido Vinilico 23753 207 nm; 259 nm
5 8.32 min Acido p-Cumérico 14418 216 nm; 326 nm
6 11.07 min Acido Fertlico 61944 219 nm; 322 nm
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CROMATOGRAMA OBTIDO PELA INJECAO DA AMOSTRA - KB

mAU

0.0 | 15.0 Zd 0 | 25‘.0 ‘mn
N°e Tempo fi ¢ Descriciao A Comprimento de onda maximo
Retencio rea

1 3.51 min Acido Galico 173682 212 nm; 273 nm

2 3.80min  Acido Clorogénico 95802 198 nm; 326 nm

3 549 min Acido Cafeico 73111 217 nm; 324 nm

4 6.81 min Acido Vinilico 37346 207 nm; 259 nm

5 8.32 min Acido p-Cumérico 13030 216 nm; 326 nm

6 11.07 min Acido Ferulico 163579 219 nm; 322 nm
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APENDICE G — Acompanhamento fermentativo da kombucha nas concentracdes de 15,

10 e 5% de malvarisco durante 10 dias.

Fermentacao (dias)

Analises
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH 3,96 3,93 3589 3,82 335 324 3,17 3,12 3,00 2,97 295
MALVARISCO _
15% (m/v) Acideztotal 58 058 061 0,68 0,74 0,79 0,82 085 0,88 9,40 1,04
(% acido acético)
Solidos soliveis ¢ o3 g3 963 856 823 7.92 737 731 7.03 651 630
(° Brix)
. Fermentacao (dias)
Analises
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH 3,78 3,67 335 335 334 336 3,54 3,52 3,51 3,48 348
MALVARISCO .
10% (m/v) Acideztotal 071 024 024 026 028 028 034 038 042 0,42 045
(% acido acético)
Solidos soluveis g 43 943 940 940 939 897 8.63 8.55 846 821 7.90
(° Brix)
. Fermentacao (dias)
Analises
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH 420 420 426 427 433 435 448 450 4,50 4,51 4,57
MALVARISCO '
5% (m/v) Acideztotal 07 007 008 0,08 009 0,08 0,08 008 0,09 0,09 0,09
(% acido acético)
S6lidos soliveis 16 o1 1000 10,00 10,02 9.87 9,77 9.60 9.63 9,56 9.42 9.40

(° Brix)




