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RESUMO
A Kombucha ¢ uma bebida de origem asiatica a base de cha das folhas de Camellia
sinensis adicionado a uma cultura starter, contendo um consorcio simbiodtico de
bactérias e leveduras. Reconhecida por seus beneficios a saude, atingiu um
crescimento consideravel, com diversas opgdes de consumo, sobretudo com
variedades de sabores e nutrientes. Considerando o papel funcional da bebida e a
Instru¢do Normativa 41/2019 (MAPA) que regulamenta o padrdo de identidade e
qualidade da kombucha, e autoriza a adi¢do de frutas e vegetais que podem enriquecer,
ainda mais, a bebida. O presente elaborou e estudou uma kombucha de cha verde
(Camellia Sinensis) com adigdo de abobora (Cucurbita moschata), avaliando a
estabilidade quimica dos compostos fenolicos, flavonoides, carotenoides saborizada
com abobora durante o armazenamento. Na execucdo da pesquisa foi realizado um
desenho experimental para otimizagao da formulagdo, através do planejamento fatorial
23 com as seguintes varidveis: percentual de cha verde (Camellia sinensis), puré de
abobora e acglicar. Em seguida, foram selecionadas 03 condigdes do planejamento
fatorial: CO (Kombucha sem adi¢ao de abobora), C4 (Kombucha com adi¢do de 15%
de abobora) e C8 (Kombucha com adicdo de 15% de abobora e 5g de acucar). As
amostras foram armazenadas por 60 dias sob refrigeracdo e realizado o estudo de
estabilidade dos compostos bioativos, no qual foram analisados no tempo 0 e repetida
a cada 10 dias. Dessa forma, a kombucha sem adi¢do de abdbora (CO0) apresentou a
melhor concentragdo para compostos fendlicos (2,02+ 0,06 mgEAG/ml) e flavonoides
(48,79+ 0,97 mgEC/ml). Enquanto que a kombucha com adi¢do de abdbora (C4) foi a
condicdo com maior concentracdo de carotenoides (28,9 £1,73 pg /100 ml). Vale
ressaltar, que as melhores concentragdes de carotenoides foram encontradas no 20° dia
(T20) e de atividade antioxidante foram obtidas no 30° dia do armazenamento (T30).
As andlises estatisticas demonstraram que ndo houveram diferencas significativas
entre os tempos analisados para os compostos bioativos. Com isso, as amostras foram
consideradas estaveis quando mantidos sob refrigeragdo durante os 60 dias. Dessa
forma, conclui-se que a abdbora ¢ um ingrediente promissor na saborizacao de
kombuchas, garantindo uma bebida com quantidades significativas de compostos

bioativos e, principalmente carotenoides.

Palavras-chave: Carotenoides, Kombucha, Shelf life, Compostos bioativos.

ABSTRACT



Kombucha is a drink of Asian origin made from Camellia sinensis leaf tea added to a
starter culture, containing a symbiotic consortium of bacteria and yeast. Recognized
for its health benefits, it has achieved specific growth, with diverse consumption
options, mainly with varieties of flavors and nutrients. Considering the functional role
of the drink and Normative Instruction 41/2019 (MAPA) which regulates the identity
and quality standard of kombucha, and authorizes the addition of fruits and vegetables
that can further enrich a drink. The present created and studied a green tea kombucha
(Camellia Sinensis) with the addition of pumpkin (Cucurbita moschata), evaluating
the chemical stability of phenolic compounds, flavonoids, carotenoids flavored with
pumpkin during storage. During the research, an experimental design was carried out
to optimize the formulation, using a 2* factorial design with the following variables:
percentage of green tea (Camellia sinensis), pumpkin puree and sugar. Then, 03
factorial planning conditions were selected: CO (Kombucha without the addition of
pumpkin), C4 (Kombucha with the addition of 15% pumpkin) and C8 (Kombucha with
the addition of 15% pumpkin and 5g of sugar). The samples were stored for 60 days
under refrigeration and a stability study of the bioactive compounds was carried out,
in which they were analyzed at time 0 and repeated every 10 days. Thus, kombucha
without added pumpkin (CO) presented the best concentration for phenolic compounds
(2.02+ 0.06 mgEAG/ml) and flavonoids (48.79+ 0.97 mgEC/ml). While kombucha
with pumpkin addition (C4) was the condition with the highest concentration of
carotenoids (28.9 £1.73 pg /100 ml). It is worth mentioning that the best concentrations
of carotenoids were found on the 20th day (T20) and the antioxidant activity was found
on the 30th day of storage (T30). Statistical analyzes revealed that there were no
significant differences between the times analyzed for the bioactive compounds.
Therefore, the samples were considered relevant when they were left under
refrigeration for 60 days. Therefore, it is concluded that pumpkin is a promising
ingredient in the flavoring of kombuchas, guaranteeing a drink with specific details of

bioactive compounds and, mainly, carotenoids.

Keywords: Carotenoids, Kombucha, Shelf life, Bioactive compounds.
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AAB — Bactérias acido acéticas



ABKOM — Associa¢ao Brasileira de Kombucha

KBI - Kombucha Brewers Association

SCOBY — Cultura Simbiotica de Bactérias e Leveduras
pH — Potencial Hidrogenidnico

g / L — Grama por Litro

ABV — Alcool por Volume

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
PIQ — Padrao de Identidade e Qualidade

puL — Microlitro

mM — Milimolar

KCI - Cloreto de Potéssio

HCI — Acido cloridrico
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1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida milenar, a base de cha das folhas de Camellia sinensis
adicionado a uma cultura starter, contendo um consorcio simbidtico de bactérias e
leveduras (SCOBY) (COELHO et al., 2020). Nesta fermentacao, usa-se comumente o
ché verde ou preto como meio de cultura, agucar como fonte de carbono e tem-se como
produto e subprodutos da fermentacdo: alcool, acido acético, alguns compostos
nutricionais e bioativos e gas carbonico (LIU et al., 2020).

E ainda, de acordo com IN 41/2019 (MAPA) a kombucha ¢ uma bebida
fermentada que pode ser considerada alcoolica quando houver acima de 0,5% de alcool
na bebida. Pode ser aromatizada, se houver a adi¢do de ingredientes, como por
exemplo, as frutas e gaseificadas, quando ¢ acrescentado gas carbonico na bebida.

As principais agdes biologicas descritas na literatura da kombucha incluem as
atividades antioxidante, antimicrobiana, anticarcinogénica e antidiabética
(CHAKRAVORTY et al., 2016). Tais beneficios estdo associados a presenca de
microrganismos probidticos, compostos fenolicos, acidos gluconico, glucuronico e
latico, todos provenientes do processo fermentativo (JAYABALAN et al., 2007),
flavonoides com alta biodisponibilidade (CHAKRAVORTY et al., 2016) e vitaminas
C, B2 ¢ Bs MOHAMMADSSHIRAZI et al. 2016) e, mais recentemente, a vitamina
By (KHAN, 2020).

Outras Propriedades terapéuticas relacionadas ao consumo da kombucha
também foram descritas. Como a diminui¢do da progressdo de esclerose multipla
(MARZBAN et al., 2015), efeitos hipercolesterolémicos em ratos (BELLASSOUED
et al., 2015), assim como, a inibi¢do do crescimento in vitro das bactérias patogénicas
incluindo Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Agrobacterium tumefaciens (STEINKRAUS et al., 1996).

A saborizagdo da bebida ¢ a segunda etapa na fabricagdo da kombucha, apds o
processo fermentativo inicial. Em geral, sdo utilizadas frutas citricas, contudo,
considerando o potencial funcional da bebida, ¢ possivel acrescentar alimentos com
reconhecido valor nutricional, a exemplo da abdbora. A abobora da familia
Cucurbitacea possui importancia nutricional, principalmente na disponibilidade de
carotenoides pro-vitaminicos, que pode servir como fonte de vitamina A para
populagdes, considerando os aspectos nutricionais, econdomicos e sociais (AZEVEDO-

MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).
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A abodbora tem sido usada como saborizante em estudos com kefir de agua
(KOH et al., 2018), leite de bufala (PATEL et al., 2020), bebida lactea a base de
abobora (DHIMAN et al., 2017), e suco fermentado de abobora (NOVELINA et al.,
2020; ZHAO et al., 2015), demonstrando ser uma alternativa interessante para a
formulacao de bebidas e com boa aceitacao sensorial (DHIMAN et al., 2017; KOH et
al., 2018; PATEL et al., 2020). Entre os beneficios do processo fermentativo na
presenga deste fruto estd em beneficiar a multiplicagdo de microrganismos do género

Lactobacillus (ESCALADA-PLA et al., 2019).

Com a popularizacao do consumo de kombucha nas ultimas décadas, muitos
cultivos artesanais passaram a ser desenvolvidos, porém nem sempre elaborados em
condig¢des controladas e adequadas. Essa elevada demanda de mercado impulsionou a
padronizagdo do processo de producdao por meio da Instrucdo Normativa N° 41 de
2019 (MAPA, 2019). Contudo, pouco se sabe sobre a estabilidade dos compostos
bioativos ao longo da vida de prateleira do produto, por isso a importincia de investigar

o comportamento dos mesmos.

15



2.

Geral

OBJETIVOS

Investigar a estabilidade quimica de compostos bioativos em kombucha de cha

verde (Camellia Sinensis) saborizada com abobora (Cucurbita moschata) durante o

armazenamento.

Especificos

Avaliar os parametros analiticos para kombucha de acordo com a Instrugdo
Normativa n® 41/2019 do MAPA;

Desenvolver uma kombucha saborizada com abdbora (Cucurbita moschata);
Determinar o shelf life da kombucha saborizada com abdbora (Cucurbita
moschata);,

Determinar a estabilidade quimica dos compostos bioativos;

Relatar a vida de prateleira e recomendacgdes de armazenamento encontradas

nos roétulos de kombuchas comercializadas em Recife - PE.

16



3. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE
Problema de Pesquisa

A kombucha saborizada com abobora apresenta os parametros analiticos de
acordo com a Instru¢do Normativa n° 41/2019 do MAPA? Ao final do processo
fermentativo terd quantidade significativa de carotenoides, fenolicos, flavonoides em
sua composi¢ao? Estes compostos serdo preservados no produto durante a vida de

prateleira de 60 dias?

Hipotese

Considerando o processo de elaboragdo, ¢ possivel afirmar que o produto
atendera aos requisitos da legislacdo vigente. Tendo em vista, que a abobora ¢ um
alimento rico em carotenoides e que ja foi identificado carotenoides na kombucha sem
adicao de abdbora, supde-se que adicdo de abobora contribuird com o um aumento no
quantitativo de carotenoides e que tera folatos também na sua composi¢do. Embora os
compostos bioativos sejam sensiveis ao processo fermentativo, acredita-se que
carotenoides sofrerdo reducdes pequenas durante o estudo de estabilidade, por ser

mantido em refrigeracao por até 60 dias.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1. Kombucha e sua historia

Estudos relatam que o consumo do cha teve origem na China,
aproximadamente 200 anos antes de Cristo, era uma bebida muito valorizada pela
realeza daquela época deixando de ser apenas uma mistura medicinal amarga para
tornar-se uma bebida estimulante e saudavel. Apds este marco, sabe-se que a cultura
do consumo dessa bebida, foi passada de uma dinastia para outra, entre elas: Zhou,
Qin, Tang, Song e Ming. Foi ganhando espago na cultura chinesa (CHEIN,2002;
DUFRESNE & FARNWORTH, 2000; HEISS & HEISS,2007).

Um fato importante em meados de 414 d.C, ¢ quando um médico chamado Dr.
Kombucha teria tratado os problemas digestivos do imperador japonés através da
ingestdo de um cha fermentado, que recebeu o nome de kombucha em sua homenagem.
Além disso, a expansao de rotas comerciais, contribuiu com a popularidade da bebida
(DUFRESNE & FARNWORTH, 2000; KAUFMANN,2013).

No inicio do século XX, a bebida foi exportada para paises como Mongolia,
Russia e Poldnia, com o passar dos anos, em periodos da primeira e segunda guerra
mundial ja era conhecida em paises como: Alemanha, Italia, Espanha, Franca e Africa.
Em 1960, pesquisadores suicos relataram que a kombucha era tdo benéfica quanto o
iogurte, aumentando mais sua popularidade (JAYABALAN et al,2014; KAUFMANN,
2013).

Ao longo do tempo, a bebida foi sendo aprimorada e adaptada por outras
culturas, com a descoberta dos seus beneficios tornou-se, ainda mais, popular. Hoje ¢
possivel encontra-la com variagdes de cores e sabores para alcancar mais

consumidores.

4.2 Métodos de preparo e microbiota da bebida fermentada

A kombucha é uma bebida obtida, tradicionalmente, da fermentacdo do cha de
Camellia sinensis (verde ou preto) adocado, e adicionado a uma cultura simbiotica,
com duragdao média de 7 a 12 dias, em temperatura ambiente (28°C - 30°C), protegida
de luz solar. Em seguida, ¢ armazenada sob refrigeracao para consumo. A bebida pode
sofrer variacdes nas propor¢des de cha e agucar, de acordo com as preferéncias do
consumidor, em relagdo ao tempo e temperatura. Embora apresente variagdes no
preparo da bebida, de uma forma geral, ¢ utilizado em média 1-5% de cha (p/v), 5 -

15% de agucar (p/v) e 10 - 20% da cultura starter, que € uma por¢ao de cha fermentado
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com parte da pelicula de celulose (JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR,
2016; SANTOS, 2016; COELHO,2020).

No preparo, a agua ¢ aquecida até atingir 90° C, em seguida ¢ adicionado o cha,
onde ocorre a infusdo por 20 minutos, deixa-se o cha esfriar até atingir a temperatura
ambiente (25° C - 28° C), dissolvendo o agtcar, por fim acrescenta-se a cultura starter.
A solucdo deve ser incubada em recipiente fermentador, coberto com tecido/papel que
permita a entrada de ar, armazenado em ambiente sem agitacdo na temperatura entre
20°C - 30°C para favorecer o processo fermentativo, finalizada a fermentacao (7-12
dias) a bebida deve ser filtrada e conservada sob refrigeracdo em recipiente fechado.
O processo de preparo requer cuidados especiais, com o objetivo de assegurar a
seguran¢ca do produto final, evitando contaminacdo cruzada do inicio ao fim da
preparagao. Dentre os cuidados, esta a higiene dos utensilios e ambiente e origem dos
ingredientes utilizados (COELHO et al., 2020; KHAN, 2020; SANTOS, 2016;
SUHRE, 2020).
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Figura 1. Método de preparo da kombucha.

Separar e pesar os ingredientes (1)

l

Preparo do cha yerde (2)

l

Acrescentar o agucar ao cha (3)

|

Acrescentar a cultura starter ao cha (4)

l

Homogeneizar os ingredientes (§)

v

Armazenamento (6)

Fonte: KHAN e colaboradores, 2020.

A cultura starter da kombucha ¢ composta por um liquido e um disco de
celulose. O disco, por sua vez, contém bactérias e leveduras, que sdo responsaveis por
realizar a fermentagao da bebida. Esses microrganismos possuem agao simbiotica com
capacidade de reduzir a agdo de bactérias contaminantes. A composi¢ao desta cultura
¢ variavel, pois depende da sua origem e condi¢des aplicadas no processamento da
mesma (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; JAYABALAN et al., 2014; SANTOS,
2016)

No processo fermentativo, cada um desses microrganismos tem um papel
especifico. Dessa forma, as leveduras atuam na hidrélise da sacarose, através de ag@o
da enzima invertase, produzindo ao final etanol e CO,. De uma forma geral,
Saccharomyces spp. usam glicose e produzem etanol via glicolise, enquanto
Zygosaccharomyces spp. produzem EtOH de forma mais eficiente a partir da frutose.
Em contrapartida, este etanol produzido ¢ utilizado pelas bactérias (acéticas) no seu

crescimento, bem como, na producao de mais acido acético. No metabolismo das
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bactérias a glicose ¢ convertida em acido glucoronico e frutose em acido acético e os
compostos gerados nesta atividade possuem acdo antimicrobiana (ANTOLAK,
PIECHOTA E KUCHARSKA, 2021; SANTOS, 2016)

Embora exista uma diversidade de microrganismos presentes na bebida, alguns
estudos ja relataram as principais bactérias e leveduras presentes na kombucha. Dentre
as leveduras estdo Zygosaccharomyces spp, Candida spp, Kloeckera spp,
Hanseniaspora spp, Torulaspora spp, Pichia spp, Brettanomyces spp, Dekkera spp,
Saccharomyces spp, Lachancea spp, Saccharomycoides spp, Schizosaccharomyces
spp e Kluyveromyces spp. No que diz respeito & composi¢ao bacteriana, os géneros
mais encontrados sdo as bactérias do acido acético. Espécies como Acetobacter
xylinoides, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus e Gluconobacter oxydans ja
foram reportadas e cepas do género Lactobacillus spp, Leuconostoc spp e
Bifidobacterium spp (COTON et al., 2017; FILIPPIS et al, 2018; JAYABALAN et al.,
2014; MARSH et al., 2014; WATAWANA et al., 2016).

Um estudo que analisou 34 discos de celulose de diferentes origens, isolou
leveduras do género Brettanomyces, nomeadamente B. lambicus em 56% das
amostras, e dos géneros Zygosaccharomyces e Saccharomyces em 29% e 26%,
respectivamente. Alguns destes discos continham leveduras dos géneros Kloeckera e
Hanseniaspora e leveduras formadoras de peliculas como Candida krusei e
Issatchenkia occidentalis/orientalis. Com isto, € possivel perceber a presenga
significativa de um pequeno grupo de levedura atuando na formag¢ao do disco. Além
disso, estudos relatam que a bactéria mais presente neste processo € a
Gluconacetobacter xylinus (MAYSER, LEITZMANN E GRUNDER;1995;
DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

Marsh e colaboradores (2014), analisaram amostras de 5 regides diferentes, em
dois tempos (0 e 10 dias) e identificaram, que em todas as amostras a bactéria
Gluconacetobacter, aumentando a quantidade, com a evolucdo da fermentacdo,
inclusive no disco. Além disso, foi reportada a presenca de pequenas quantidades de
Lactobacillus e Acetobacter, na maioria das amostras. Pequenas quantidades de
bactérias como: Leuconostoc, Allobaculum, Ruminococcaceae Incertae Sedis,
Enterococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium e Thermus. Mas essas foram
associadas a possiveis falhas de higiene no processamento da bebida.

Sabe-se que essa variagdo de perfil na microbiota da kombucha ¢ influenciada

por varios fatores. Neste sentido, Filippis et al. (2018) pesquisaram sobre influéncia
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da temperatura no perfil microbiologico da bebida, comparando a microbiota de
kombuchas fermentadas a 20 e 30 °C, foi observado que a mudanca de temperatura
ndo interferiu na quantidade de bactérias acido acéticas (AAB), como também a
presenca de Gluconacetobacter e Acetobacter, que permanecem presentes até o 7° dia
de fermentagdo, apds esse periodo Gluconacetobacter torna-se mais predominante, e
percebe-se diferengas significativas dessa espécie.

Ou seja, em kombuchas fermentadas a 20 °C foi encontrado maior quantidade
de Gluconacetobacter xylinus ¢ a 30 °C predominancia de Gluconacetobacter
saccharivorans. Esse aumento da temperatura também promoveu crescimento de
bactérias como: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Propionibacterium e
Corynebacterium (FILIPPIS et al., 2018).

Em contrapartida, uma pesquisa que avaliou 15 marcas comerciais, eles
reportam que as amostras ndo apresentavam um padrao predominante, no entanto, elas
apresentavam sempre duas a trés bactérias predominantes em cada bebida avaliada.
Observou-se a predominancia de espécies como: Lactobacillus, Komagataeibacter,
Bacillus e Zymomonas. A pesquisa também enfatizou que bebidas a base de cha verde
apresentam a maior quantidade de bactérias acido laticas, enquanto que o cha preto vai
conter mais bactérias acido acéticas. Quanto as leveduras, todas pertenciam a ordem
Saccharomycetales, principalmente ao género Dekkera/Brettanomyces, no qual a
maioria das amostras apresentaram predominancia de Dekkera anomala e Dekkera
bruxellensis. O estudo ainda refor¢a sobre a diversidade encontradas nas bebidas ¢ a
dificuldade de uma padronizacdo, ainda que sejam amostras diferentes do mesmo
fabricante (ANDRESON et al., 2020).

Sabe-se que a kombucha possui uma grande variagao no perfil microbiologico
presente na cultura simbiodtica que pode variar de acordo com a temperatura, os
insumos, forma de preparo e armazenamento. O pH ¢ um indicador importante, pois
pH acido impede o crescimento de microrganismos patogénicos, garantindo a
seguranca do produto final (CHAKRAVORTY et al., 2016; COTON et al., 2017,
SUHRE, 2020).

Diante dos achados, conclui-se que a kombucha apresenta um perfil
microbioldgico variado, mas com predomindncia de algumas bactérias e leveduras. E
possivel afirmar que, essa microbiota ¢ influenciada por diversos fatores e que essa

variacdo interfere diretamente nas caracteristicas sensoriais € na sua composi¢ao
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quimica. Portanto, conhecer os microrganismos presentes € a maneira como ajusta-los
¢ importante para que seja possivel chegar mais proximo de padrdes industriais.

No processo de fermentagdo ocorre a mudanga de caracteristicas sensoriais. Na
kombucha essa alteragdo acarreta um sabor doce e levemente acido. Com o objetivo
de melhorar o sabor e ampliar o consumo da bebida, muitos estudos vem apresentando
estratégias de ajustes no sabor e melhora na composi¢do nutricional. Nesta etapa,
ocorre uma segunda fermentagdo, com o objetivo de melhorar as caracteristicas
sensoriais, provocando a carbonatagdo, ajustando o sabor através da adi¢do de sucos,
frutas, vegetais, especiarias e agucar, se for da preferéncia (SANTOS,2016; SUHRE,
2020).

Nesse caso, apds a adi¢do do ingrediente escolhido a kombucha da primeira
fermentagdo, a bebida deve ser envasada em garrafa de plastico ou vidro, bem
higienizada e vedada, sendo armazenada em temperatura ambiente por 1 a 3 dias,
dependendo do ingrediente utilizado, sendo refrigerada ao término desse processo. Os
ingredientes adicionados nesta etapa, além de contribuir no sabor e valor nutricional,
aceleram a carbonatac¢do, conferindo a bebida maior refrescancia e gas, apresentando
uma caracteristica proxima do refrigerante. (JUNIOR et al, 2020; ABUDUAIBIFU &
TAMER;2019; RIGLING, 2021).

As frutas estdo entre os principais saborizantes utilizados na kombucha devido
ao sabor, potencial de fermentacdo, e pela presenca de compostos bioativos
importantes para a saude. Junior e colaboradores (2020) desenvolveu formulagdes com
umbu-caja e pitanga, o produto apresentou melhoras nas suas caracteristicas quimicas
e bioativas, além do sabor mais doce, apresentando opcdes para esta tendéncia de
bebidas.

A expansdo na producao de novas bebidas a base de kombucha ¢ veloz, sendo
uma inovagio importante que contribui no aumento do consumo pela populagdo. E
possivel encontrar produtos com uma composi¢do nutricional rica € com 0s mais
diversos sabores, sendo a sua maioria doce, azedo e frutado (JUNIOR et al,2020;

RIGLING et al, 2021), conforme apresentado na figura 2.

Figura 2. Matriz de matérias-primas aplicadas no preparo de bebidas a base de

kombucha.
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Umbd-cajé e Pitanga
JUNIOR et a,2020
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ZUBAIDAH et al 2018 -
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.A VALAREZO e VIZHRAY,2021
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Frutas vermelhas OLIVEIRA,2020

SILVA,2021
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TU etal. 2019
XIA etal 2019

Z );
o Gojiberry
ABUDUAIBIFU e TAMER,2019
-
\ :

4

Leite
SARKAYA, AKANe KINIK,2020

RIGLING et al,2021

Fonte: o autor.

Além das frutas, matérias-primas como o leite tem sido utilizada por ser
reconhecidamente um meio de cultura rico para fermentagdo. Diante desse potencial,
foram desenvolvidas 03 (trés) formulagdes combinando leite e kombucha, numa
propor¢ao de 60:40, adicionando cha verde, sdlvia ou amora. O produto final
apresentou caracteristicas sensoriais satisfatorias, a formulagdo com amora obteve
maior aceitabilidade, porém o estudo alertou que o tempo de prateleira prolongado
pode alterar o sabor de forma negativa, recomendando reduzir a propor¢ao de leite,
neste caso. (SARKAYA, AKAN e KINIK, 2020).

Com o objetivo de eliminar o sabor de cha verde na bebida, foi realizado um
estudo (RIGLING et al, 2021) com uma variedade de fungos. Das 29 espécies
utilizadas a Flammulina Velutipes (enokitake) foi considerada como a espécie ideal
devido ao seu sabor atraente de nozes e chocolate, além de fermentar rapidamente. A

saborizacao tem sido muito utilizada para ampliar o consumo da kombucha. Porém, as
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matérias-primas alternativas para este processo ainda sdo pouco exploradas, apesar de
haver muitas pesquisas recentes, testando novas formulagdes (FREITAS, SOUSA e
WURLITZER, 2022).

Considerando o papel funcional da bebida, ¢ possivel acrescentar alimentos
com reconhecido valor nutricional, a exemplo da abobora. A familia Cucurbitacea
possui importancia nutricional, principalmente na disponibilidade de carotenoides pro-
vitaminicos, que pode servir como fonte de vitamina A para populacdes e abrangendo
0s aspectos nutricionais, economicos ¢ sociais (AZEVEDO-MELEIRO e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

A abdbora esta entre as cinco hortalicas que sdo mais produzidas no Brasil,
totalizando uma produ¢do de mais de 550 mil toneladas/ano. O seu cultivo ¢ feito em
todos os Estados brasileiros, destacando-se os estados de Sdao Paulo, Bahia, Minas
Gerais, Maranhao, Pernambuco e Rio Grande do Sul. No qual Pernambuco contribuiu
com mais de 6 mil toneladas. Em sua composi¢@o, possui carboidratos em forma de
fibras em torno (1,16%) que contribui no processo fermentativo de bebidas. (AMARO
etal.,2021; NOVELINA; FIANA e YANI, 2020).

Diante desse volume de produgao, as principais espécies: Cucurbita moschata
e Cucurbita maxima, produzidas em sua maioria por pequenos agricultores,
considerado um produto de baixo custo de producdo e com aspectos nutricionais
relevantes, ainda ¢ um produto que possui pouca variedade de produtos para consumo.
A abobora pode ser um ingrediente adicional de produtos como: bebidas, bolos, doces,
biscoitos, entre outros. Um dos formatos que pode facilitar esta incorpora¢do na
industrial ¢ o puré de abobora, obtido por meio de esterilizagdo comercial da polpa de
abdbora, por ser considerado produto com valor agregado (PROVESI, 2011; MOURA,
2015).

Diante desse cenario, ¢ importante destacar que o Brasil, ainda possui um
numero elevado de deficiéncia de vitamina A, sendo assim considerado um problema
de saude publica, principalmente na Regido Nordeste e algumas cidades do Sudeste e
Norte. Na Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianca e da Mulher (2006)
no qual foi desenhado o perfil de criangcas menores de cinco anos e da populagao
feminina em idade fértil no Brasil, foram observados niveis baixos de vitamina A
nesses dois grupos. Sendo a maior prevaléncia em criangas da regido Nordeste (19,0%)

e Sudeste (21,6%) do pais (BRASIL, 2009).

25



Belfort e colaboradores (2022) estudaram a prevaléncia de deficiéncia de
vitamina A em criangas ¢ adolescentes avaliando a existéncia de cegueira noturna e o
consumo alimentar pelo registro alimentar de trés dias. Identificaram a tendéncia de
associagao da deficiéncia de vitamina A com o menor consumo alimentar de vitamina
A e associada a deterioragdo pulmonar. Além disso, os resultados mostram que os
suplementos caloricos-proteicos, contribuiram, em média, com 39% da ingestdo
alimentar de vitamina A e o suplemento medicamentoso contribuiu, em média, com
74% na ingestao total diaria de vitamina A. Ou seja, o consumo dessa vitamina através
dos alimentos ¢ considerado baixo.

A abobora tem sido aplicada como saborizante em estudos com kefir de dgua
(KOH et al., 2018), leite de bufala (PATEL et al., 2020), bebida pronta para servir a
base de abobora (DHIMAN et al., 2017), e suco fermentado de abobora (NOVELINA
et al., 2020; ZHAOQO et al., 2015), demonstrando ser uma alternativa interessante para
a formulacdo de bebidas e com boa aceitagao sensorial (DHIMAN et al., 2017; KOH
et al., 2018; PATEL et al., 2020). Entre os beneficios do processo fermentativo na
presenca deste fruto estd em beneficiar a multiplicacao de microrganismos do género
Lactobacillus (ESCALADA-PLA et al., 2019).

Considerando a necessidade da populacdo de baixa renda brasileira em ter
acesso a alimentos de baixo custo com contetido de micronutrientes biodisponiveis
significativos, contribuindo no seu estado nutricional, ¢ necessario o desenvolvimento
de novos produtos que contemplem elevados teores de carotenoides totais (3-caroteno,
principalmente), ofertando a populacdo uma diversidade de produtos que atendam a

sua necessidade, bem como colaborando com a seguranga alimentar e nutricional.

4.3 Composicao Quimica

Estudos mostram que o consumo da Kombucha apresenta beneficios a saude,
e isso esta relacionado com os compostos que sdo produzidos no processo
fermentativo, entre eles: acidos organicos, vitaminas e polifenois. Essa composi¢ao
pode variar de acordo com o perfil do disco de celulose, insumos utilizados na
fermentagdo, tempo e temperatura aplicada na infusao (KAPP; SUMNER,2019;
JAYABALAN et al, 2014; MAY et al, 2019).

Parte dos compostos bioativos presentes na kombucha, sdo obtidos através da
composi¢ao do substrato. Neste sentido, a bebida pode ser obtida utilizando cha preto

ou cha verde, em sua maioria. No qual sdo utilizadas as folhas da planta da espécie
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Camelia sinensis, submetidas a processamentos que modificam também a composicao
da folha. (CARDOSO et al., 2020).

Deste modo, no processamento do chéd verde sdo utilizadas folhas frescas da
planta, com isso, ¢ preservado o teor de polifenodis, ou seja, apresentam maior
concentragdo de catequinas e outros compostos, em comparacdo com outros chas. Em
contra partida o cha preto ¢ obtido a partir de folhas, que passaram por fermentacao,
sofrem um tipo de oxida¢do, no qual as catequinas serdo transformadas em teaflavinas
e tearubiginas, os principais compostos polifendlicos presente no cha preto
(CARDOSO et al., 2020).

Nessa perspectiva, foi avaliado a influéncia de varios parametros que podem
influenciar o potencial antioxidante, pH, bem como o teor de acido acético, alcool ou
agucar em kombuchas produzidas a partir dos chas preto, branco, verde e vermelho. A
pesquisa afirma que o cha verde pode ser considerado uma fonte de antioxidantes,
contendo polifendis, incluindo flavonoides. Refor¢a que a mudancga desse substrato,
altera a composi¢ao quimica do produto final, como também o processo fermentativo
e perfil microbioldgico, que exercem papel importante no aumento das propriedades
antioxidantes. Vale salientar que os polifendis do cha estdo presentes na forma de
flavondis, sdo eles: catequinas entre as quais (-)-epicatequina, (-)-epicatequina-3-
galato, (-)-epigalocatequina, (-)-epigalocatequina-3-galato e (-)-galocatequina ou seja,
as principais catequinas. (JAKUBCZYK et al., 2020; CHAKRAVORTY et al., 2016).

Sendo o chéd rico em diversos nutrientes, durante o processamento da
kombucha, parte desses compostos estardo disponiveis também, na bebida. Miranda
e colaboradores (2021) relataram que na composi¢do geral de kombuchas, ja foram
encontrados compostos como: vitaminas (B1, B2, Bs, B12 € C), minerais (cobre, ferro,
manganés, niquel e zinco), acidos (acético, gluconico, glucurdnico, citrico, L-lactico,
malico, tartarico, maldnico, oxalico, succinico e pirivico) etanol e polifendis. Ele
reforca sobre a importancia do conhecimento da composi¢ao quimica da bebida, de
modo que as etapas de processamento € armazenamento sejam pensadas e controladas
proporcionando um produto final com sua composi¢cdo preservada, contribuindo
também para melhorias continuas no processo de obtencao da bebida.

Para entender sobre o impacto da temperatura tanto na composi¢ao
microbioldgica e, seu reflexo na composi¢ao quimica. Filippis ef al. (2018) atribuiram
a alteragdo da quantidade de polifendis aos microrganismos presentes em fermentacoes

com temperaturas diferentes. Ou seja, a concentracao foi maior na bebida obtida com
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cha preto fermentado a 20 °C e nas condicoes a 30 °C esta concentracao reduziu em
15 dias. Além disso, foi observado que o acido gluconico estava em maior quantidade,
em comparacdo com o acido glucurdnico. Curiosamente, ambos acidos apresentaram
maiores concentragdes nas amostras fermentadas a 30 °C.

Modulagdes do tempo de fermentagdo e armazenamento, também tém sido
monitorados, pois pesquisas que avaliaram a estabilidade de polifenois, acidos
organicos e vitaminas em kombuchas, revelam que durante a fermentagdo, essas
substancias sofrem alteragdes significativas, devido aos picos de atividade metabodlica
dos microrganismos ¢ no armazenamento prolongado, mesmo que em temperatura
controlada, existe uma tendéncia de reducdo dos compostos. Assim sendo, pode-se
dizer que a composi¢do quimica da bebida ¢ instavel. (JAKUBCZYK et al.,2020;
JUNIOR et al, 2021; CHAKRAVORTY et al., 2016)

Visando uma bebida mais robusta, algumas pesquisas tém inserido
componentes que enriquecem o teor nutritivo das kombuchas. Seguindo esse conceito,
foi avaliada kombuchas adicionadas de umbu-caja e pitanga, no qual foi observado
que a presencga de terpenos, que por sua vez, contribuiu para o aumento de terpenoides
no produto final. Além disso, aumentou a atividade antioxidante, tendo como
principais fenolicos o galato de epigalocatequina (63%), e mais os mais bioacessiveis
foram 4cidos caftérico, catequina e hesperidina. Por serem compostos que apresentam
papel significativo tanto nas caracteristicas sensoriais como em beneficios a satude. E
interessante manté-los presentes no produto final. Mas, a pesquisa mostrou que o
tempo de fermentagdo favoreceu a reducdo na concentragdo desses compostos. Ou
seja, reforcam instabilidade dessas substancias. (JUNIOR et al., 2021)

As etapas de processamento e¢ armazenamento de uma kombucha requer
bastante atengao, devido a sua sensibilidade. Com isso, varios parametros interferem
na composi¢do final do produto, como citado anteriormente. No qual, o tempo e
temperatura podem influenciar no contetido de compostos bioativos e potencial
antioxidante, de modo que, a temperatura empregada no aquecimento da bebida
interfere, por exemplo, na extracao de catequinas. Ja que o tempo de infusao ¢ crucial
na extragdo dos compostos bioativos. (ZHAO et al, 2019; PEREZ-BURILLO et al.,
2018; ZENG et al, 2017)

Analisando a composi¢do quimica de marcas de kombuchas comerciais foram
encontradas composi¢cdes bem diferentes, até mesmo em produtos de mesma marca,

observou-se que as amostras analisadas continham alta concentracao de etanol e acido
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acético, vale salientar que este acido ¢ fundamental no inicio da fermentacao, para
inibir o crescimento de bactérias patogénicas. Também foi relatado que o alto teor de
etanol, pode estar relacionado ao armazenamento do produto. O artigo cita que essas
mudangas na composi¢ao causaram impacto nas caracteristicas sensoriais das bebidas.
(ANDRESON et al, 2022).

O etanol ¢ um composto produzido a partir da fermentagdo, e na obtengao da
kombucha, ¢ um pardmetro importante para classificar a kombucha em alcéolica ou
nao-alcoolica. As pesquisas que avaliam o teor de etanol em kombuchas, revelam que
o teor de etanol, também apresenta instabilidade nas concentragdes, relacionando essa
diferenga ao tempo de armazenamento, temperatura, quantidade de acucares, tipo de
levedura e tipo de embalagem. (SILVA et al, 2021; SANTOS, 2016; SUHRE,2020)

Corroborando essa informagao, Talebi e colaboradores (2017) avaliaram o teor
de etanol em kombuchas, e relata que o armazenamento refrigerado reduz
gradualmente a concentragao deste composto, pois a fermentacdo ¢ continua. Ja Ihsani
e colaboradores (2021) relataram que a formagao de etanol na kombucha altera com o
tempo de incubagdo e mostraram que o pico de concentracdo de etanol ocorreu entre
0s 5° ao 7° dia de fermentacao, reduzindo apos esse pico.

Khan (2020) acompanhou o valor nutritivo de kombucha produzida com cha
verde e identificou presenca de folatos (5-metiltetrahidrofolatos), carotenoides,
flavonoides e compostos fenolicos. Foi observado que estes compostos apresentam
uma concentragdo maxima na bebida entre o 7° e 14° dia de fermentagao. Ou seja, apOs
esse periodo a composi¢cdo quimica da bebida altera com a redugdo dos compostos,
conforme vai avangando os dias de armazenamento em temperatura ambiente.

Atualmente a kombucha ¢ reconhecida como uma bebida rica em compostos
bioativos, principalmente, por seus compostos fendlicos. Percebe-se que que ha uma
instabilidade acerca da manutenc¢do dessas substancias na bebida. Essas concentragdes
quando mantidas em quantidades significativas, proporcionam beneficios a satde
quando associadas a consumo frequente.

Embora a bebida tenha muitos beneficios, existem alguns relatos sobre
possiveis ocorréncias de casos envolvendo tonturas, nduseas, reacdes alérgicas,
ictericia e vomitos, apos o consumo de kombucha. Porém, como foram casos isolados,
ndo ¢ possivel confirmar que poderiam estar relacionados com uma toxicidade
associada ao consumo da bebida. Com o caso de um paciente soropositivo que sofreu

uma insuficiéncia renal com acidose latica e hipertermia apos consumo de kombucha,
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¢ recomendado monitorar o pH e interromper a fermentacao caso alcance um pH de
4,2 (JAYABALAN et al, 2014; SRINIVASAN et al., 1997; SUNGHEE KOLE et al.,
2009; KOVACEVIC et al., 2014)

Quanto a presenca de minerais, ¢ valido a atengdo com tracos de chumbo, uma
vez que ja foi identificado em uma amostra analisada, mesmo ndo sendo em
quantidades que tenham potencial de toxicidade, ndo ¢ recomendado o consumo
regular por criangas. Como a bebida também pode apresentar niveis de etanol elevado,
também ndo ¢ recomendado o consumo frequente por gravidas, pacientes

imunocomprometidos e criancas (LEAL et al, 2018; SANTOS, 2016).

4.4 Marco Regulatorio

Kombucha Brewers International (KBI) ¢ uma associacao mundial que surgiu
com o objetivo de oferecer suporte para os produtores de kombucha. Criada em 2014,
a associacdao além do suporte técnico, criou a KOMBUCHACUP que ocorreu em
mar¢o/2022 e tem o proposito de realizar um prémio de qualidade entre os produtores,
valorizando as melhores praticas. No intuito de conscientizar a populacao sobre os
beneficios e consumo de kombucha, a KBI criou o Dia Mundial da Kombucha que ¢
comemorado em 21 de fevereiro, desde 2020 (KBI, 2020).

No Brasil, a Associagdo Brasileira de Kombucha (ABKOM) fundada em 2018,
com o objetivo de fortalecer e proteger os produtores de kombucha do Brasil, além de
atuar fortemente na estruturagao do regulamento técnico da kombucha, atuam com
proporcionando encontros com os produtores para qualificar a categoria. Visando o
crescimento da industria no Brasil, ABKOM e KBI firmaram parceria em mar¢o/2023
(ABKOM,2023).

A kombucha ¢ uma bebida que segue num crescente, devido aos seus beneficios
variados a satde. Em 2015, a producdo da bebida contribuiu US$ 600 milhdes, e
alcangando perto do US $ 1,8 bilhdes até 2020, empregando mais de 5 mil
trabalhadores nesta produ¢ao nos EUA. No Brasil, embora seja um mercado recente,
no ano de 2018 ja havia mais de 45 produtores cadastrados na ABKOM, produzindo
em torno de 500 mil litros por més com faturamentos na faixa dos R$11 milhdes. Em
2023, sdo produzidos mais 1,5 milhdes de litros com faturamento acima de R$ 18
milhdes. (KBI, 2018; ABKOM,2023). Com o aumento elevado da producgdo de
kombucha, além da diversidade de produtos e processamento artesanal que implica em

riscos para os consumidores, foi necessario a elaboragdo de normas visando
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estabelecer os padroes de identidade e qualidade do produto e normas de
processamento, além da obrigatoriedade de registro e rotulagem do produto
(SUHRE,2020).

Em 2019, entrou em vigor a Instrucao Normativa 41 (MAPA) que regulamenta
os padroes de identidade e qualidade das kombuchas produzidas e comercializadas no
Brasil. O documento apresenta além dos parametros analitico, os aditivos que podem
ser adicionados, informagdes relevantes para a rotulagem e autoriza o uso de alguns
processos tecnoldgicos, como pasteurizacao, ultracentrifugacao, adicao de CO,. Com
isso, o Brasil, passou a ser o primeiro pais a regulamentar a produgdo e
comercializacdo da Kombucha (BRASIL, 2019).

De acordo com a legislacdo, a kombucha pode ser classificada em alcoolica ou
nao alcdolica, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1. Parametros fisico-quimicos da kombucha conforme IN 41/2019.

Parametro Minimo | Maximo
pH 2,5 4,2
Graduagdo alcoolica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEg/L) 30 130
Pressao (atm a 20°C) na kombucha adicionada de CO2 1,1 3,9

Fonte: IN n° 41/2019.

No ambito internacional, a regulamentagdao da kombucha conta com o Codigo
de Praticas de Kombucha elaborado pela KIB, o documento apresenta regras de Boas
Praticas de Fabricacdo, Padrao de Identidade e Qualidade, parametros fisico-quimicos,
microbiologicos e regras para rotulagem do produto. As informagdes contidas tanto na
legislagao brasileira quanto no Cddigo de Praticas de Kombucha, apresentam os
mesmos parametros fisico-quimicos, apenas concentragdes variaveis (KBI, 2022).
Vale salientar que para os requisitos de Boas Praticas o documento usa como base a
Food Safety Modernization Act (EUA,2011). Os parametros fisico-quimicos da
kombucha podem ser vistos no quadro 2 e parametros microbiologicos no quadro 3

logo a abaixo.

Quadro 2. Parametros fisico-quimicos da kombucha conforme Codigo de Praticas de

Kombucha (KBI).

31



Substincia | Fonte Concentracio Faixa Comentarios
Alcool Produto Em conformidade com os O etanol no
(ETOH) final | regulamentos locais. Consulte | 0,00-3,2% kombucha
o quadro 4 abaixo para obter ABV varia
detalhes adicionais por pais e naturalmente
regido. de 0-3% ABV.
Acidez
Titulavel | Produto Miaximo 2,0% 0,27-2,03%
final
Acido
acético
pH Produto Deve ser
final Max. 3,8 2,2-3.8 inferior a 4,6
para seguranca
alimentar.

Fonte: KBI, 2022.

Quadro 3. Parametros microbioldgicos da kombucha conforme Codigo de Praticas de

Kombucha (KBI).
Microflora Fonte Faixa
Bactérias: Bactérias do Acido
Acético (AAB) AAB dominante (mais de 50%),
e Acetobacter spp também pode conter algumas bactérias
e  Gluconacetobacter SCOBY | lacticas (BAL) em quantidades menos
spp significativas.
o Komagataeibacter
Spp
Levedura:
e Brettanomyces As leveduras variam de acordo com a
bruxellensis regido e contribuem para o sabor e teor
e Saccharomyces spp SCOBY de etanol.
o Starmerella spp
e Zygosaccharomyces
spp
Pode variar por regido

Fonte: KBI, 2022.

O teor de etanol ¢ um pardmetro importante na classificagdo da bebida, e nesse

quesito existe uma variacao de acordo com as normas de cada pais, visando definir se

a bebida ¢ alcoolica ou ndo, tanto para fins de consumo como para fins de tributagao.

Na tabela de conformidade de Etanol por pais, estd descrito o parametro aplicado em

alguns a paises, sendo a Colombia e o México os paises que apresentam os maiores

percentuais alcéolicos permitidos ficando em torno de 2% (KBI1,2022).

Quanto a tributacao, os Estados Unidos t€ém uma lei em processo de aprovacgao,

a Kombucha ACT, que isenta pagamento de imposto sob a produ¢ao de kombucha que

32




apresente teor alcoolico abaixo de 1,25% (%v/v), por se tratar de uma bebida que

possui beneficios a satide (EUA,2020).

Quadro 4. Parametros de Conformidade de Etanol por Pais.

ef::l?ll ‘Ler | Nivelde Nivel de
' etanol para etanol para | Comentarios

Pais todas as . ~
idades rotulagem tributacio

A Lei
KOMBUCHA,
quando
Estgdos <0.5% <0.5% ~0.5% aproqua,
Unidos mudaria o
limite de
tributacdo para
1,25% ABV

Australia —
Nova Gales do o .
Sul, Victoria, <0,5% >0,5%
Queensland

Australia — <1,15% >1,15%

Australia
Ocidental,
Australia
Meridional,
Tasmania
Canada —
Alberta,

British <1,1% <1,1% >1,1%
Columbia,
Manitoba,

Canada —
Nova Escocia,
Ontario, PEI, <0,5% <0,5% >0,5%
Quebec,
Saskatchewan

Europa — o
Bélgica <0.5%

Europa — <1,2% <1,2% >1,2%

Dinamarca,




Lituania,
Luxemburgo,
Eslovénia,
Espanha
1,2-2,8%
pagam
impostos pelo
alcool, mas
ainda sdo
consideradas
bebidas “nao
E‘urcA)pa‘— <12% <12% 2.8% alcodlicas™ —
Finlandia nenhum
marketing ¢
permitido para
bebidas
alcodlicas, a
menos que
abaixo de
2,8%
Europa - <0.75%
Eslovaquia
México <2,0%
Nova Zelandia <1,2%
América do
Sul — <2,5%
Colombia

Fonte: KBI, 2022.

Devido a importancia de controle do teor de Etanol, a KBI, considerou
importante a validagdo de uma metodologia de teste de Etanol junto a AOAC, sendo
aprovada em 2019 a Microextragdo em fase solida em headspace e Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massa, como andlise padrao para esta avaliagdo
(KBIL,2020).

Embora seja uma bebida milenar, os anos 2000 trouxe a importancia da bebida
para a saude, apresentando estratégias para aumentar o consumo. Esse crescimento foi

acompanhado da necessidade de regulamentar o produto, fortalecendo as praticas de
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producdo, passando mais seguranca ao consumidor, que dispde de um produto
rotulado.

Considerando o histérico da bebida, sua importancia para a satide e o potencial
tecnologico a ser explorado, percebe-se a necessidade de ampliar ainda mais as
pesquisas para entender se o perfil de produto encontrado no mercado atende as
exigéncias da legislacdo vigente, buscando soluc¢des para ajustar esses produtos aos
padrdes regulamentados. Além disso, ¢ importante conhecer a composi¢do quimica
da bebida e como esses compostos reagem durante o tempo de armazenamento € sua
influéncia na qualidade do produto final, tanto no aspecto sensorial quanto na
composi¢ao nutricional.

Dessa forma, se faz necessario desenvolver estratégias que contribuam para
aumentar ainda mais o consumo da bebida, sobretudo ofertando opgdes que possam
suprir necessidades especificas, como ¢ o caso da vitamina A e dos antioxidantes.
Enfatizando, o consumo de produtos regionais, visando a contribuicdo nutritiva para o

produto como também a valorizagdo da agricultura local.
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5.MATERIAIS E METODOS
5.1 Obtenc¢ao e Manutencido da Kombucha (SCOBY)

As culturas iniciadoras de kombucha foram obtidas a partir de produtores
locais, e utilizadas no cultivo da kombucha experimental, esta etapa foi realizada no
Laboratorio de Técnica e Dietética do Departamento de Ciéncias do Consumo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — Sede, sob condi¢des controladas de
tempo (12 dias) em temperatura ambiente (25 °C) O fluxograma de processamento da

kombucha esta apresentado na figura 3.

Figura 3. Processo de elaboracdo da kombucha saborizada com abdbora.

Separar e pesar os ingredientes (1)

!

Preparo do cha verde (2)

|

Acrescentar o agticar ao cha (3)

!

Acrescentar a cultura starter ao cha (4)

!

Homogeneizar os ingredientes (5)

v

Armazenamento (6)

v

Higienizacdo da abdbora (7)

Preparo do puré de abdbora(8)

v

Homogeneizagdo dos ingredientes ao chd fermentado (9)

v

Armazenamento (10)

Fonte: o autor
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5.2 Preparo da primeira fermentacao

Para o preparo do cha fermentado foram aquecidos 1 L de agua filtrada até
atingir a temperatura de 90 °C. Em seguida, adicionados 10g (1%) do cha verde
(Camellia sinensis) folhas desidratadas da (marca Ledo(R)), para realizagdo da infusdo
durante 20 minutos. Em seguida o cha foi filtrado e adicionado 80 g (8%) de acucar
cristal, como fonte de carbono e mantido em temperatura ambiente, aproximadamente
25 +1 °C. No cha foi adicionado 20% de cultura starter (200ml de liquido e 2cm? de
scoby) de kombucha artesanal (liquido com pelicula de celulose cortada em pedacos),
e, apos homogeneizacao, cobertos com tecido TNT previamente higienizado, mantidos
em laboratdrio a temperatura ambiente de 22 a 25 °C por 12 dias, mantido protegido
de incidéncia direta de luz e vento. Todo processamento foi realizado em condi¢des
assépticas. (cultura starter — dados nao publicados).

Figura 4. Pesagem de ingredientes para a 1* fermentacao da kombucha.

Fonte: o autor.

Figura 5. Ingredientes homogeneizados prontos para a 1° fermentacao.
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Fonte: o autor.

5.3 Segunda fermentacao/saborizaciao

Para o processo da segunda fermentacdo que consiste em saborizacdo e
gaseificagdo da Kombucha, foi utilizado o a Kombucha com 12 dias de fermentacao
(F1), conforme descrito no iten acima. Foi utilizado um planejamento fatorial para
otimizagdo do processo de saboriza¢gdo da Kombucha com abobora (TABELA 1). Para
esta etapa, foi utilizada a abobora (Cucurbita moschata) adquirida no comércio local
do Recife - PE. Os frutos de abdbora foram higienizados, as sementes retiradas, cortada
em pedacos e cozidos no vapor por 12 min, e, em seguida, amassado em textura de
puré (KOH et al., 2017). O pure (5,10 e 15%) e actcar cristal (5g e 10g - marca
Petribu) foram adicionados ao cha fermentado, conforme planejamento fatorial, para
realizar a etapa da saborizagdo. Os produtos finais foram acondicionados em garrafas
pet, previamente higienizadas, e mantidos em temperatura ambiente (25 °C) por 72hs,
protegidas de luz direta e vento. Depois dessa etapa, a kombucha foi armazenada sob

refrigeragdo (5 °C) por 60 dias.

5.4 Desenho experimental para otimizaciao da formulacao com adi¢cao de abébora
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O experimento foi realizado utilizando um planejamento fatorial do tipo 2> com
as seguintes variaveis independentes: abdbora (%), cha fermentado (%) e agucar (g).
Foram realizados 8 ensaios com 3 repeti¢cdes no ponto central totalizando 11 ensaios,
como descrito na tabela 1. As varidveis respostas foram os parametros da instrugao

normativa 41 (2019) que sao: pH, acidez e teor alcoolico.

Tabela 1. Niveis decodificados das variaveis independentes

Niveis
Variaveis inferior (-1) Central superior (+1)
Abobbora (%) 5 10 15
Cha fermentado(%) 85 90 95
Acucar (g) 0 5 10

5.5 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado utilizando a melhor condigao
estabelecida no planejamento fatorial. A kombucha saborizada foi avaliada durante o
armazenamento sob refrigeragdo (5 °C) por 60 dias, em intervalos de dez dias, e

intervalos de 30 dias, para avaliar a estabilidade quimica e compostos bioativos.

5.6 Métodos de analises

5.6.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

Os fendlicos totais foram determinados seguindo o método descrito por
Wettasinghe e Shaidi (1999) com modificagcdes 0,5mL do extrato da kombucha
saborizada (diluicao 1:10 de kombucha e agua destilada) apos centrifugagao, conforme
descrito acima. Foram misturados com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 10% em
tubos (23 °C) na auséncia de luz, apés 3 minutos, foi adicionado 1mL da solucdo de
carbonato de sodio a 7,5%, apds agitar no vortex deixar em repouso por uma hora, no
escuro. Apos, a absorbancia medida a 725 nm utilizando espectrofotometro (BEL
Photonics, Brasil). Uma solugdo com a auséncia da kombucha e do extrato do disco de
celulose foi usada para zerar o espectrofotometro. O conteudo de fenolicos totais foi
determinado utilizando uma curva padrao preparada com acido galico e os resultados
foram expressos em mg equivalentes de acido galico (EAG) por ml de liquido de

kombucha.
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5.6.2 Determinacdo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método descrito por
Dewanto e colaboradores (2002), em um baldo de 5S0mL, foram adicionados 0,5 mL
de kombucha centrifugada, conforme descrito acima, 10 mL de 4gua destilada, 1,5 mL
de nitrito de sodio a 5%. Depois de 6 min, foi adicionado 3mL de cloreto de aluminio
a 10%. Ap6s 5 min, foram inseridos 10 mL de hidroxido de so6dio a 1 M, em seguida,
o baldo foi completado 50 mL com agua destilada. A absorbancia das amostras foi
medida a 510 nm. Uma solug¢dao com auséncia dos extratos foi preparada e usada como
controle.

O teor de flavonoides totais foi determinado por curva padrao de catequina em
280 nm e os resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por ml

de liquido de kombucha (mg EC/ml).

5.6.3 Determinacdo de carotenoides totais

Para determinagdo de carotenoides totais, foi utilizada a metodologia descrita
por Lichtenthaler ¢ Buschmann (2001) com modificagdes. Uma aliquota de 5 mL da
kombucha foi adicionada em um becker de 100mL com 2g de celite, acrescentado 10
mL de acetona, em cada maceracdo com bastdo de vidro, até completar um total de 50
mL de acetona. Posteriormente, foi filtrado 2 vezes, utilizando papel filtro qualitativo
(40 Whatman®, 125mm). Na segunda filtracdo, a amostra foi transferida em baldo de
50mL, e o volume completado com acetona até S0mL. Apds essa etapa de extragao, a
amostra foi transferida para 2 tubos falcon, e centrifugada por 10 min a 4000 rpm em
temperatura de 5°C, com o objetivo de deixar a amostra mais translucida. Em seguida,
a amostra foi lida em espectrofotometro (BEL Photonics) nos comprimentos de onda
de 470 nm, 645 nm e 662 nm, contra o branco constituido de acetona. Os valores de
carotenoides totais foram calculados utilizando as férmulas abaixo e expressos em
ng/100 mL de kombucha..

Ca (ug/ mL) = 11,24A662-2,04A645 49

Cb(pg/ mL) =20,13A645-4,19A662

C(png/ mL) = (1000A470-1,90Ca-63,14Cb)214

5.6.4 Atividade antioxidante total por ABTS
A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio ABTS segundo a

metodologia de Surveswaran e colaboradores (2007) com modificagdes. O reagente

40



ABTS (7 mM) foi misturado com persulfato de potassio (140 mM) e incubado a
temperatura de 25 °C, no escuro por 16 horas para formagao do radical livre. Apos, o
radical foi diluido 1,0 mL da solugdo acima citada, em etOH até obter a absorbancia
de 0,702 nm. Posteriormente, no tubo de ensaio adicionar 100 pL da kombucha
centrifugada, conforme diluigdes baseadas nos resultados de fenolicos. Em seguida,
foram adicionados a 10 mL do radical ABTS. Apos isso, os tubos de ensaio foram
mantidos na auséncia de luz por 6 minutos, ¢ a leitura foi realizada a 734 nm em
espectrofotometro (BEL Photonics, Brasil). Foi feita uma solucao “controle” com uma
aliquota de 100 pL do solvente extrator dos extratos adicionada de 500 pL do radical
ABTS. O solvente extrator foi utilizado para zerar o espectrofotometro. Como
referéncia, foram utilizados o Trolox e os resultados expressos em puM trolox/mL de

kombucha.

5.7 Caracterizacio Fisico-quimica

Na caracterizagdo das amostras, foram contempladas as analises determinadas
pela Instrugao Normativa 41/2019 (MAPA), desta forma, foi realizado a determinacao
do teor alcodlico, andlise de pH, so6lidos soluveis totais (°Brix), acidez total e volatil
foram realizadas conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008)
utilizando, respectivamente, Ebuliometro (MYLABOR, modelo VT0700, Sao Paulo -
SP, Brasil) , pHmetro (GEHAKA, modelo PG1800, Sao Paulo - SP, Brasil), Aqualab
(DECAGON, modelo AQUALAB 4TE, USA), refratometro portatil (LORBEN, Sao

Paulo - SP, Brasil) e titulagdo com hidroxido de sédio.

5.8 Analises estatisticas

Além do ensaio fatorial desenhado para o desenvolvimento da formulagao, foi
realizada a avaliacdo das diferencas entre os tratamentos utilizando ANOVA apos teste
homocedasticidade (Teste Bartlet). Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, quando as
variancias foram heterocedasticas, analises foram feitas utilizando o programa R (R

Core Team).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Planejamento Fatorial

Ao término da 2° fermentacao a kombucha foi analisada conforme parametros
da instrucao normativa 41 (2019). A figura 6 apresenta a influéncia das variaveis cha
fermentado e teor de abdbora em relagdo ao teor alcdolico. Apds andlise, pode-se
observar que os tratamentos apresentaram teor alcdolico com valores entre 0,3% a
1,3%, aumentando linearmente com o aumento do percentual de abobora. No qual, as
melhores condi¢des foram obtidas com o tratamento C4, onde foi adicionado 15% do
puré de abdbora obtendo 1,3% de teor alcodlico e o tratamento C8 que foi adicionado

15% do puré de abobora e 10g de agucar.

Figura 6. Superficie de contorno obtida a partir da analise do teor alcoolico para
a otimizacao da produgdo e saboriza¢ao da kombucha.

Fitted Surface; Variable: Teor Alcodlico
2**(3-0) design; MS Residual=,0083069
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No estudo que avaliaram a influéncia da adi¢do de abdbora e agucar mascavo
e as variacdes de temperatura na bebida a base de kefir de agua, foi observado que o
maior teor alcoolico foi encontrado no produto que foi submetido a temperatura mais

elevada (32° C) com a adicao da maior concentracdo de agucar mascavo (9,07%) . Foi
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verificado um aumento lento e linear do teor alcodlico quando aumenta a concentragao
de agucar ¢ abobora. (WEE YIN et al, 2017).

No presente estudo, quando comparado a influéncia do aumento da
concentracdo de abobora e agucar sobre o teor alcodlico, foi observado que o
tratamento C4 (kombucha com adi¢ao de abobora sem adicao de agucar) apresentou
aumento do teor alcoolico (1,3%), esse resultado classifica a kombucha como
alcoolica. A diferenca do teor alcodlico encontrado pode estar relacionada com a
temperatura aplicada durante a fermentagao, pois na pesquisa anterior (kefir) obteve a
um teor alcodlico maior com a temperatura a 32°C e utilizou aguicar mascavo, enquanto
que nesta pesquisa (kombucha) foi aplicada a temperatura de 22°C a 25°C, e foi
utilizado o agtcar cristal.

Na figura 7 pode-se observar a influéncia das varidveis percentual de abodbora
e a combinacao de percentual de ché e agucar sobre a acidez total. Os valores de acidez
total variaram entre 3,17 a 3,83g/L. Foi observado que acidez sofreu influéncia
significativa da variagdo da concentragdo de abdbora e da relagdo de percentual de cha
e agucar. Neste caso, a amostra com maior acidez foi a C5 (cha fermentado -85%,
abobora -0% acucar -10g), enquanto que a menor acidez foi encontrada na amostra
C8, que ¢ a kombucha com maior concentragdo de abodbora (15%), maior concentragdo
de cha (95%) e maior concentracdo de acucar (10g). Dessa forma, os resultados
mostram que o aumento da concentragdo da abdbora e combinado a maior
concentracdo de cha e quantidade de agtcar estardo contribuindo para uma bebida com

menor acidez total.
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Figura 7. Superficie de contorno obtida a partir da analise da acidez total para a
otimizagdo da producao e saboriza¢ao da kombucha.

Fitted Surface; Variable: Acidez Total
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Complementando a caracterizagdo das kombuchas, analisadas nesta etapa, as
amostras obtiveram pH com variacao entre 3,64 a 3,88. No qual a kombucha pura (CO0)
apresentou o menor valor, enquanto a kombucha com adi¢cao de puré de abobora e
adicao de actcar (C8) apresentou o maior valor.

Essas alteracdes sdo esperadas e ocorrem devido as variaveis independentes do
planejamento, ao processo fermentativo da bebida, j4 que a mesma apresenta uma
cultura diversa, logo a interagdo entre os microrganismos € seu metabolismo podem
resultar nesse resultado.

No estudo que avaliou 16 kombuchas de 6 marcas de diferentes, encontraram
uma variagdo nos valores de acidez total entre amostras (0,9 a 6,0). Quanto ao pH das
bebidas analisadas todas estavam abaixo de 4. Os autores enfatizam sobre a grande
variacdo da acidez total nas marcas avaliadas, sobretudo em produtos de mesmo
fabricante, eles também reportam que os resultados sobre a importancia de manter o
pH na faixa entre 2,5 e 4, ja que essa ¢ faixa que garante a seguranca microbiologica
da bebida. Outro dado relevante ¢ que para obter uma bebida sensorialmente agradavel
o ideal ¢ finalizar a fermentacdo quando a acidez total atingir o valor ideal de 4 a 5

g/L. Além disso, este ¢ um dos parametros fisico-quimicos exigidos para garantir o
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padrao de identidade e qualidade da kombucha. (ANDRESON et al, 2022;
VELICANSKI et al, 2014)

Dessa forma, para o estudo de estabilidade foram selecionadas as amostras CO
(kombucha pura) escolhida para ser a amostra controle, contribuindo para comparacao
das bebidas com e sem adi¢cdo de abobora, C4 (maior percentual de abobora e sem
acucar) representando a bebida com o maior teor alcodlico e C8 (maior percentual de
abobora e de agtcar) considerada a bebida com a menor acidez volatil. Dessa forma,
as amostras C4 e C8 foram selecionadas porque auxiliaram na comparagao da

estabilidade, considerando comportamento do acticar na bebida.

6.2 Kombucha e IN 41/2019

Considerando as analises para caracterizagdo da kombucha, as amostras
apresentaram valores de pH entre 3,0 e 3,7, sendo as amostras com adi¢ao de abobora
com valores mais altos (3,6 /3,7), todos dentro da faixa recomendada pela legislagao
(2,5 a4,2). No que se refere ao pH, as kombuchas obtiveram estabilidade durante os
60 dias de armazenamento a 4°C. A bebida foi classificada como alcoodlica, pois foi
encontrado teor alcodlico com valores entre 0,3% e 1,3%. De acordo com a IN MAPA
(2019), a kombucha pode ser definida como alcéolica quando apresentar teor alcdolico
acima 0,6% (v/v) para este parametro o produto desenvolvido foi classificado como
kombucha alcodolica, pois todas as formulagdes apresentaram acima de 0,5% (v/v) de
alcool. Os valores de acidez total variaram entre 3,17 a 3,83g/L, atendendo a
recomendacdo. Os resultados encontrados demonstram que as bebidas elaboradas
nesta pesquisa atendem ao Padrao de Identidade e Qualidade para kombuchas.

Pesquisas realizadas para quantificar o teor alcoolico em kombuchas
comerciais, no Brasil (0,58 - 3,02 % (v/v)) e nos EUA (1,12-2,00% (v / v)), obtiveram
amostras classificadas bebida alcéolica. Os autores relatam que durante o
armazenamento hd uma queda do teor alcodlico apds 30 dias, e apds 60 dias o
percentual aumenta. (TALEBI et a/, 2017; SUHRE, 2020)

A andlise de teor alcodlico realizada por Andreson e colaboradores (2022) com
16 amostras de 6 marcas de kombucha armazenadas a 4°C, identificou grande variagdo
de teor alcodlico com valores entre 2.66 e 14.77 g/L, os autores alertam para as bebidas
que obtiveram os valores mais altos, refor¢ando a importancia da padronizagdo da

identidade e qualidade das kombuchas.
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A avaliacdo fisico-quimicas de 6 (seis) marcas de kombuchas por 60 dias
armazenadas a 4°C, observou que as amostras demonstraram estabilidade quando
comparados os periodos de cada marca e as marcas entre si, com valores de pH
apresentando variacdo minima de 2,5 ¢ méxima de 3,5 e teor alcodlico com valores

entre 0,58 - 3,02 % (v/v). A autora reforca sobre a importancia de padronizacdo dos

processos de producdo, armazenamento, sobretudo sobre a necessidade de rotulagem,
para garantir o acompanhamento desse tipo de produto (SUHRE, 2020).

Os valores elevados do teor de etanol na bebida podem ser explicados pela
dindmica que ocorre durante o processo fermentativo, pois a mudanga de temperatura
na fermentacdo (25° C) para o armazenamento (4° C) e a limitagdo de oxigénio,
provoca a diminui¢do da velocidade da atividade metabdlica dos microrganismos
presentes na bebida, sendo assim, as reacdes quimicas tendem a se estabilizar durante
0 armazenamento em baixa temperatura. Vale salientar, que mesmo com essa reducao
das transformagdes quimicas, o armazenamento prolongado, pode provocar alteragdes
no teor alcoolico da bebida (NORONHA, 2021; SHARIFUDIN et al, 2021; SUHRE,
2020).

Considerando os resultados apresentados acima, as bebidas elaboradas neste
estudo, atendem aos padrdes de identidade e qualidade para kombucha, sendo
classificadas como alcéolicas. O monitoramento das bebidas por 60 dias, esclareceu
que as kombuchas armazenadas a 4°C mantiveram o pH estavel, dentro da faixa de
recomendada (2,5 a 4,2), conforme exigido pela instru¢do normativa 41/2019, e,

portanto, considerado um produto seguro ao consumo durante o periodo avaliado.

6.3 Estudo de Estabilidade
6.3.1 Fendlicos e Flavonoides

Os resultados das concentragdes dos compostos fendlicos e flavonoides da
kombucha sem adi¢ao de abdbora (C0) do tempo 0 até o 60, estdo disponiveis na tabela
2. Como pode ser visto, os compostos fendlicos variaram com médias entre 1,72 a 2,02
mgEAG/ml, no qual a concentragdo minima foi obtida no dia 50 (T50) do
armazenamento ¢ a maxima no tempo 40 (T40), e os flavonoides 43,63 a 48,79
mgEC/ml, obtendo a concentracdo minima no tempo 40 (T40) e a concentragdo
maxima no tempo 20 (T20) do armazenamento. Os resultados demonstram que nao

houve diferenga significativa entre os tempos analisado, sugerindo que a concentracao
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foi estavel ao longo do tempo, com produgdo e degradagdo equivalentes para fenolicos

e flavonoides.

Tabela 2. Compostos bioativos da kombucha sem adi¢cao de abobora (C0) durante 60

dias de fermentagao.

Fenolicos Flavonoides Carotenoides

mgEAG/ml mgEC/ml ug /100 ML
TO 1,90+ 0,01 48,27+ 1,04 2,77+ 0,21
T10 1,96+ 0,02 45,17+ 5,34 2,93+ 0,68
T20 1,88+ 0,02 48,79+ 0,97 2,60+0,17
T30 1,93+ 0,05 44.94+ 2,85 2,30+ 0,10
T40 2,02+ 0,06 43,89+ 1,28 2,17+ 0,29
TS50 1,72+ 0,02 43,63+ 1,58 2,43+ 0,21
T60 1,81+ 0,02 44,08+ 4,42 2,73+ 0,38

Legenda: letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas para p <0,05 teste bartlet

Ao avaliar a kombucha com adi¢do de abdbora (C4), com os dados
apresentados na tabela 3, foi observado que, para esta amostra, as médias das
concentragcdoes dos fendlicos variaram entre 1,34 a 1,61 mgEAG/mIl, obtendo a
concentracdo minima no tempo 50 (T50) e a maxima no tempo 40 (T40) do
armazenamento, e os flavonoides 27,2 a 39,9 mgEC/ml, com a concentragdo minima
no tempo 10 (T10) e a maxima no tempo 0 (T0). No intervalo de tempo analisado, os
resultados demonstram que nao houve diferenca significativa entre os tempos
analisado, com isso € possivel afirmar que a concentragao foi estdvel ao longo do

tempo, com produgdo e degradagdo equivalentes para fenolicos e flavonoides.
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Tabela 3. Compostos bioativos da kombucha com adi¢ao de abdbora (C4) durante 60

dias de fermentacao.

Fenolicos Flavonoides Carotenoides

mgEAG/ml mgEC/ml pug /100 ML
TO 1,57 +0,02 39,9+ 1,36 21,2 £1,78
T10 1,60 + 0,00 27,2 £8,37 17,4+ 5,03
T20 1,54+ 0,04 38,1 +£0,92 28,9 +1,73
T30 1,50 +£0,02 37,2 £1,22 13,5+4,21
T40 1,61 +£0,01 37,2+ 147 14,7 +£ 6,48
T50 1,34 +£0,01 35,1 +1,00 14,4+ 2,90
T60 1,49+ 0,03 35,7+ 3,15 12,7+ 1,90

Legenda: letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas para p <0,05 teste bartlet

Analisando a kombucha com adi¢ao de abobora e aguicar durante 60 dias, com

os resultados apresentados na tabela 4. Foram observadas que as médias variaram entre

1,38 a 1,60 mgEAG/ml para os fendlicos, verificando que a concentracdo minima foi

atingida no tempo 50 (T50) e maxima no tempo 0 (TO) e para os flavonoides a variagdo

foi entre 34,5 a 40,2 mgEC/ml, no qual a menor concentragao ocorreu no tempo 0 (TO)

e amaior no tempo 20 (T20). Dentro do intervalo de tempo estudado € possivel afirmar

que as concentragdes desses compostos sdo estaveis, com producdo e degradacdo

equivalentes.

Tabela 4. Compostos bioativos da kombucha com adi¢ao de abobora e actcar (C8)

durante 60 dias de fermentagao.

Fenolicos Flavonoides Carotenoides

mgEAG/ml mgEC/ml ug /100 ML
TO 1,60 +0,02 40,2 £ 1,57 12,3 +£3,42
T10 1,58 +0,02 34,5+ 6,29 11,1 +3,33
T20 1,58 +0,02 40,2 £ 1,19 15,2 £ 6,68
T30 1,46 £ 0,00 36,3 + 4,06 11,1 £ 1,61
T40 1,57 + 0,01 34,7 +2,34 7,37 + 1,48
TS50 1,38 +£0,01 34,7+ 1,67 13,1 +0,40
T60 1,48 £ 0,03 35,2+ 3,01 7,63 + 1,62

Legenda: letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas para p <0,05 teste bartlet
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Os compostos fenolicos e flavonoides, foram apresentados, respectivamente,
nas figuras 8 e 9, a seguir, apresentam. Comparando os trés tratamentos (C0, C4 e C8),
foi evidenciado que o produto com a melhor concentragdo desses compostos foi a
kombucha sem adicdo de abdbora (CO0), apresentando valores significativamente
maiores de compostos fenolicos e flavonoides, confirmando que houve diferenca
significativa entre os tratamentos.

Figura 8. Grafico da analise do teor de compostos fenolicos de diferentes preparagdes

de kombucha durante 60 dias.

Fendlicos

Concentracdo

Co C4 Cc8

Legenda: CO - kombucha sem adi¢do de abobora / C4 - kombucha com adigdo de abobora / C8 -

kombucha com adigdo de abdbora e agucar
Figura 9. Grafico da analise de Flavondides totais de diferentes preparagdes de

kombucha durante 60 dias.
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Legenda: CO - kombucha sem adi¢do de abobora / C4 - kombucha com adigdo de abobora / C8 -

kombucha com adigdo de abobora e agticar
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Diante dos resultados apresentados, fica destacado que a kombucha sem adigao
de abobora é o produto com a melhor concentragdo dos compostos fendlicos e
flavonoides, apresentando estabilidade desses compostos durante os 60 dias de
armazenamento sob refrigeracao (4° C).

La Torre e colaboradores (2021), que avaliaram a estabilidade dos compostos
bioativos entre o chd preto puro ¢ uma kombucha produzida com cha preto
armazenados por 9 meses sob refrigeracdo (4°C), observou-se que os fenolicos
sofreram um aumento quando comparado cha preto puro (137,5 + 10,7 ug GAE mL—1)
e kombucha de ché preto (234,1 £1,4 ng GAE mL—1) enfatizando que o processo
fermentativo impulsionou até 1,7 vezes a concentrag@o de fendlico na kombucha e nos
meses seguintes (do segundo ao quarto més), os fenodlicos diminuiram lentamente de
234,1 + 1,4 a 223,5 + 0,7 ug GAE mL-1 sem diferenga estatistica significativa,
mantendo-se estavel até 4 meses. Nos resultados dos flavonoides a amostra de cha
preto apresentou uma concentragdo maior (2.3 + 0.2 QE mL—-1) e amostra de
kombucha de cha preto apresentou (1,1 £ 0,3 pg QE mL—1), com verificou-se que o
processo fermentativo resultou em reducdo de 50% a concentracao dos flavonoides,
mas permaneceu constante ao longo do tempo (LA TORRE et al, 2021).

O estudo de estabilidade da kombucha de cha preto citada no estudo acima
corrobora com o presente estudo quando comparado os produtos fermentados. Pois em
ambos foi observado que os produtos mantiveram a estabilidade dos fendlicos e
flavonoides, sem diferencas significativas ao longo do armazenamento sob
refrigeragdo (4°C).

Na comparagdo entre os diferentes tratamentos estudados nesta pesquisa, foi
constatado que a kombucha sem adi¢ao de adicao de abobora apresentou o melhor
resultado para fenolicos e flavonoides, isso pode ser explicado pela composic¢ao do cha
verde, que ¢ considerado uma excelente fonte de compostos bioativos, principalmente
os polifendis e catequinas, logo esses compostos serdo liberados durante a fermentagao
para a bebida, elevando o teor desses compostos no produto final. (GREEWALT et al,
2000; JAKUBCZYK et al, 2020; WATAWANA et al., 2015; MALBASA et al.,2011).

Esta composicao do ché verde tem relagdo com o processamento rapido das
folhas frescas, onde ela ndo passa por fermentagdo, pois durante o processamento o
principal objetivo ¢ evitar a oxidagdo da planta. Com isso a composi¢ao do ché verde

(Camellia sinensis) contém cerca de 40% (base seca) de polifendis em folhas frescas
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sendo galato de epicatequina, epigalocatequina e galocatequina, os principais tipos.
(URZEDO,2020)

Quando foi avaliado as amostras com adi¢ao de abobora e adi¢ao de abobora
mais acgucar, foi observado uma concentragdo menor dos fenolicos e flavonoides
quando comparadas a amostra sem adi¢cdo de abobora, divergindo do estudo que
avaliou o perfil de kombucha com adi¢do de umbu-caja e pitanga durante sendo
armazenada por 7 dias a 5°C. Demonstrou que adi¢do dessas frutas, contribuiram com
o aumento de atividade antioxidante, sendo o galato de epigalatocatequina em maior
quantidade e foi identificado que os fenolicos apresentaram maior bioacessibilidade.
Ou seja, as frutas favoreceram a composicao bioativa da bebida. Ele também relata
que a composicao da fruta varia conforme o tipo e o teor de acucares diferentes, logo,
1sso ¢ um fator que pode influenciar na composi¢do da bebida, além de outros fatores,
como: a sacarose utilizada, microrganismos presentes, tempo e temperatura aplicados
no processo fermentativo. (JUNIOR et al., 2021)

No estudo de Sarkaya e colaboradores (2021) foi desenvolvido uma bebida
lactea utilizando kombucha e outras bebidas saborizadas que utilizaram cha verde,
salvia, amora, e leite, mantidas por 30 dias a 4°C, foi evidanciado que houve reducao
das concentragoes de fenolicos e flavonoides nas amostras saborizadas corroborando
com o resultado do presente estudo, nos fenolicos e flavonoides. Autores explicam que
essa redugdo pode ter sido provocada pela atividade de fermentacdo da kombucha
(JAYABALAN et al., 2016).

Conforme relatado na pesquisa de Ananingsih e colaboradores (2013) a
exemplo das catequinas, que podem ser degradadas por vérios motivos: devido a
composi¢do das solugdes, concentracdo de oxigénio, solucdo de sacarose e acido
citrico, a presenca de radicais livres e ions metalicos. O autor relata ainda, que podem
degradar mais rapido a catequina. Este cendrio pode ser encontrado na kombucha
dependendo da técnica e insumos utilizados no processamento da bebida.

Essas informagdes podem justificar as baixas concentragdes encontradas aqui
nesta pesquisa. Demonstrando que a adigdao da abdbora e agucar ndo foi positiva para
os compostos fenolicos e flavonoides, no sentido de aumentar a concentracao dos
mesmos, mas seria necessaria uma analise aprofundada do perfil desses compostos
para identificar aqueles que estdo presente nessa concentragdo, verificando a

importancia de cada um. Outro ponto a ser analisado, no sentido de melhorar essa
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composi¢do, seria comparar técnicas que ajudem a manter a estabilidade das

catequinas do cha.

6.3.2 Carotenoides

Os resultados das analises dos carotenoides em relacao ao estabilidade das
bebidas podem ser vistos nas tabelas 2 (kombucha sem adi¢ao de abdbora — C0O) que
apresentou concentragdo minima de 2,17+ 0,29 pG /100 ml no tempo 40 (T40) e
concentragcdo maxima 2,93+ 0,68 uG /100 ml no tempo 10 (T10); ja a tabela 3 (kombucha
com adicao de abobora — C4) mostrou concentragao minima de 12,7 £ 1,90 pG /100 ml
no tempo 60 (T60) e concentragdo méaxima 28,9 +1,73 uG /100 ml no tempo 20 (T20) e a
tabela 4 (kombucha com adicdo de abobora e agucar — C8) demonstrando uma
concentracdo minima de 7,37 £+ 1,48 pg /100 ml no tempo 40 (T40) e concentracdao
maxima 15,2 + 6,68 png /100 ml no tempo 20 (T20). Foi constatado que em relacdo ao
tempo de armazenamento as bebidas ndo apresentaram diferencas significativas.

Os resultados das analises de carotenoides, em relagao a cada tratamento, estao
apresentados na figura 10. Pode ser observado que todas as bebidas (C0O, C4 e C8)
apresentaram diferencas significativas. No qual o tratamento C4 (kombucha com
adicdo de abobora) apresentou a maior concentracdo desse composto quando
comparado aos outros dois tratamentos.

Figura 10. Grafico da analise de Carotenoides de diferentes preparagdes de kombucha
sem adi¢ao de abdbora (C0), kombucha com adicao de abobora (C4) e kombucha com

adicao de abdbora e agucar (C8) durante 60 dias.
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Na pesquisa que avaliou o teor de carotenoides em bebida fermentada com suco
de abobora e leite (NOVELINA et al., 2020). Foi observado que o betacaroteno
apresentou uma leve reducdo apds a adigdo do leite. A autora esclarece que essa
redugdo pode ocorrer devido a sensibilidade dos carotenoides ao oxigénio e meio acido
presente na fermentagdo. Além disso, relaciona com o processo de autoxidagao, no
qual o produto vai sofrendo alteragcdes decorrentes das reagcdes quimicas do produto e
a fotoxidacao, que ocorre devido a exposi¢do a luz.

Patel e colaboradores (2020) que avaliaram a estabilidade de carotenoides em
bebidas com leite de bufala e abobora por 180 dias, observaram que o teor de caroteno
do produto reduziu significativamente com o periodo de armazenamento. Ele explica
que a perda de caroteno no leite aromatizado pode ter sido ocasionada pelo efeito do
calor no momento da pasteurizagdo do produto envasado e pelo periodo de
armazenamento.

O resultado encontrado por Muntean (2005) mostra uma perda de caroteno no
suco de abobora devido ao tratamento térmico e periodo de armazenamento, que
monitorou o suco por 7 meses, identificando reducdo de 12,45 pg/g no suco in natura,
reduzindo para 4,15 pg/100g apds a esterilizagao a 105°C/20minutos, obtendo um teor
de 2,72 pg/100g apds o armazenamento. O autor explica que a maioria dos
carotenoides possuem baixa estabilidade e logo foram destruidos com o processamento
térmico. Dentre os carotenoides, o beta caroteno € o mais estavel, por isso ainda foi
encontrado uma concentragao significativa, e que o ap6s todo processamento o produto
pode ser considerado uma fonte nutritiva e que contribui também com a coloragao.

Diante das possibilidades de uso da abdbora, sendo crua ou cozida, o presente
estudo optou por utilizar o puré de abobora cozido a vapor a 90°C/15 minutos tentando
reduzir perda dos carotenoides. Considerando a concentragdo de carotenoides das
bebidas elaboradas nesta pesquisa, elas apresentaram valores importantes do
composto. Apresentando valores maiores e estaveis quando comparado aos resultados
encontrados por Muntean (2005).

Moura (2015) que estudou o puré de abdbora fluido pela maceragao enzimatica
sugerindo a elaboracdo de um néctar, verificou que as etapas de maceragdao e da
formulacdo do néctar apresentaram uma leve influencia na degradacdo dos
carotenoides totais quando comparados a abobora in natura. A influéncia da

formulacao de néctar corrobora com o resultado da amostra que incluiu a adi¢ao de
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abobora com agucar (C8), pois a concentragao dos carotenoides nessa amostra (C8) foi
menor que a concentracdo da amostra que continha apenas abdbora (C4)

No contexto geral, a adicdo da abdbora na kombucha se mostrou positiva,
apresentando concentragdes importantes, apesar do armazenamento prolongado ter
reduzido o teor de carotenoides, a bebida pode ser considerada uma boa opg¢ado para
melhorar o consumo desse nutriente importante para a alimentagdo da populacdo
brasileira. Quanto a diferenca entre os tratamentos, sugere-se mais pesquisas no
sentido de avaliar a interagdo da abdbora e o0 agucar como fatores que influenciam os
carotenoides.

6.3.3 ABTS

Os resultados da capacidade antioxidante das diferentes kombuchas foram
expressos milimolar de Trolox por mililitro de amostra, conforme figura 11.
Destacando que a concentragao de ABTS em relagao ao tempo de armazenamento das
bebidas, considerando todos os tratamentos, observamos que a média oscilou ao longo
dos 60 dias. Apresentando médias entre 1165,8+119,16 e 4478+477,95 um trolox/ml,
nos tempos 10 e 20, respectivamente, para a kombucha sem adi¢ao de abobora (CO0);
1128,7+302,73 e 2333,9+333,26 um trolox/ml, nos tempos 50 e 30, para kombucha
com adi¢@o de abdbora (C4) e 1006,63 £102,42 e 6529,3 + 446,7 um trolox/ml nos
tempos 40 e 30. Verificou-se que houve diferenca significativa entre os periodos
analisados, porém ndo houve diferenga significativa quando comparados os trés

tratamentos.

Figura 11. Grafico da andlise de ABTS de diferentes preparacdes de kombucha
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Na avaliacdo de combinacdes de kombuchas de cha preto e cha verde com
diferentes fontes de acticares (mel, agucar branco e mascavo) armazenadas por 60 dias
em temperatura ambiente (23°C a 33°C) analisadas nos tempos 7, 14, 28 e 60.
Verificou-se que a melhor atividade antioxidante foi da combinagao de kombucha de
cha verde com agtcar branco no tempo 7, todas as amostras apresentaram diferengas
significativas quando comparados entre si, apresentando reducdo da atividade
antioxidante ao longo do armazenamento. Com isso, pode-se concluir que o tempo de
fermentagdo e as variagdes do meio t€m efeito significativo sobre as propriedades
antioxidantes das amostras. (VOHRA et al, 2019)

Comparando o resultado da pesquisa citada acima e o presente estudo, ¢é
possivel afirmar que variagdes de tempo e temperatura de armazenamento influenciam
na atividade antioxidante. Porém, houve divergéncia em relacao a variacao do meio,
pois nesta pesquisa a atividade antioxidante ndo apresentou diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos (C0, C4 e C8).

O comportamento da atividade antioxidante durante o estudo de estabilidade
comparando ché preto e kombucha de cha preto por nove meses armazenado a 4°C.
Neste caso, a bebida a base de cha preto apresentou os melhores potenciais de atividade
antioxidante no primeiro més, evoluindo a cada 30 dias com redugdes gradativas.
Observou-se também a presengca da quercetina, que possui menor atividade
antioxidante. (LA TORRE et a/, 2021).

Nesta pesquisa foi observado resultado semelhante, todas as amostras também
apresentaram a melhor atividade antioxidante no tempo 30 (T30), com os seguintes
resultados: kombucha sem adicdo de abobora (C0) 4478+477,95 um trolox/ml, a
kombucha com adig¢ao de abobora (C4) 2333,9+333,26 um trolox/ml e kombucha com
adicao de abobora e acticar (C8) 6529,3 + 446,7 um trolox/ml. Apos este pico, todas
as amostras apresentaram redu¢do. Corroborando com o estudo de La Torre e
colaboradores (2021) que obtiveram uma redu¢do gradativa da atividade antioxidante
apo6s o quarto més de armazenamento. Com isso, destacaram que o “prazo de validade”
do kombucha de cha preto armazenado na temperatura da refrigeracao (4°C) nado
poderia ser superior a quatro meses, pois somente nesse periodo a preservagao do teor
de polifendis e suas atividades antioxidantes sdo asseguradas.

Diversos fatores afetam as propriedades antioxidantes e, portanto, promovem
perfis diferentes nesses produtos. Com isso, pode ser observado que o tipo de material

vegetal, as condigdes de preparo do cha (tempo, temperatura, tipo de agua), uso de
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saborizantes (sucos, extratos vegetais), bem como a composi¢do de microrganismos
presentes no produto podem alterar naturalmente a composi¢ao bioquimica, afetando
diretamente a atividade antioxidante. Vale ressaltar que as condi¢des de fermentagado
(temperatura, tempo, aplicagdo de processos adicionais) ¢ do armazenamento,
principalmente tempo e temperatura, influenciam na composicao da bebida, visto que
este bindmio pode impactar o comportamento da microbiota promovendo a produgdo
de compostos variados. Como exemplo, as bactérias acidas e leveduras liberam
enzimas e degradam polifenol em pequenas moléculas com maior atividade
antioxidante. (ANTOLAK; PIECHOTA E KUCHARSKA, 2021)

Diante do exposto, a atividade antioxidante das bebidas Esses compostos sao
instaveis nas condi¢des oferecidas na fermentagdo. Corroborando com autores que
observaram aumento da atividade antioxidante com a fermentacdo e com o
armazenamento prolongado encontraram uma redugdo dessa atividade, que pode ser
promovida pelos processos naturais da fermentacao. (ABUDUIABIFU ¢ TAMER,
2019; BARBOSA et al, 2022; NOVALINA et al, 2020)

Nas bebidas com adicdo de abobora foi possivel observar que elas alcangaram
um pico da atividade antioxidante aos 30 dias, sugerindo que esse seria 0 maximo do
desenvolvimento do produto, mesmo quando mantido a 4°C. Esse resultado reforca a
instabilidade dos compostos, confirmando que as reagdes promovidas pela
fermentacdo permanecem ocorrendo mesmo em condigdes estabilizadas. De fato, as
bebidas apresentam atividade antioxidante com bons resultados, mas ainda se faz
necessario mais pesquisas para elucidar como esses compostos reagem aos processos
fermentativos com objetivo de reforcar a abordagem de estabilidade das bebidas

fermentadas.

6.4 Avaliacao de rotulos das kombuchas

Apos analise dos rotulos de 11 kombuchas comercializadas em supermercados
e emporios em Pernambuco, apresentadas na tabela 5, observou-se que as embalagens
contém varia¢des de conteudo liquido entre 200 ml e 355 ml, das amostras avaliadas,
6 ndo possuem data de fabricag¢do, o prazo de validade varia entre 4 e 6 meses. 4
amostras informam apenas a data de validade, com isso nao ¢ possivel identificar o
tempo de vida da kombucha. Quanto a informagao de teor alcoolico 02 rotulos nao

continham a informagao.
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TABELA 5. Caracterizagdo das amostras de kombuchas comercializadas em Pernambuco.

Amostra

Sabor

morango,
gengibre,
hibisco e
aroma
natural de
morango
limao,
gengibre
e aroma
natural de
liméo

capim
limao,
horteld e
spirulina

hibisco
com
maracuja

liméo
siciliano,
hibisco e
gengibre

uva

tangerina

Conteudo
liquido
(ml)

290

290

355

300

200

350

355

Ingredientes

Agua filtrada, Cultura
Kombucha, Camellia
sinensis, morango,
gengibre, hibisco e
aroma natural de
morango
Agua filtrada, Cultura
Kombucha, Camellia
sinensis, limao,
gengibre e aroma
natural de limao
Agua mineral, cultura
de kombucha
(bactérias e
leveduras), cha preto
(C. sinensis), agicar
orgénico, capim
limao orgénico,
hortela e spirulina
agua, infusdo de cha
verde (C.sinensis),
infusdo de hibisco (.
sabdariffa), agucar,
aromas naturais,
cultura simbiotica de
bactérias e leveduras
(Scoby) e taumatina.
Agua mineral, cultura
simbidtica de
bactérias e leveduras
(Scoby), agucar, cha
verde (Camellia
sinensis), infusdo de
hibisco, liméo e
gengibre.
agua, cha verde
(Camellia sinensis),
cultura simbiotica de
bactérias e leveduras
(Scoby), fruta e
sacarose.
Tangerina, ché
verde(Camellia
sinensis), agua,
acucar organico,
sedimentos de frutas
e kombucha.

Data de
producio

SN

SN

16.12.21

SN

SN

01.03.22

01.01.22

Validade

4 meses

5 meses

6 meses

SDV

SDV

4 meses

4 meses

Teor
alcéolico
(%)

até 0,5

até 0,5

SN

até 0,5

até 0,5

SN

até 0,5
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uva e

H frutas 200
vermelhas
capim
santo e 355
liméo

Tropical 275

agua, uva, morango,
agucar, cultura
simbiodtica de
bactérias e leveduras,
amora, mirtilo e cha
verde.
agua mineral, cha
verde
organico,(Camellia
sinensis), infusao de
Capim santo, limao e
agucar.
agua filtrada, cultura
kombucha, agucar,
suco de manga, cha
verde e aroma natural
de abacaxi, acerola e
manga

20.04.22 4 meses

SN SDV

SN SDV

Legenda: SN — Sem informagédo no rétulo / SDV — Sem periodo de validade

até 0,5

até 0,5

até 0,5

As informagdes sobre temperatura de armazenamento dos rotulos de kombucha

avaliados estdo representadas na tabela. As temperaturas variaram entre 1°C a 9°C e

das 11 amostras analisadas 02 ndo apresentavam esta informagdo, 01 delas

recomendava apenas armazenar em local seco e fresco.

Tabela 6. Recomendagdes de temperatura de armazenamento dos roétulos de

kombuchas comercializados em Recife - PE.

Amostra Temperatura

Ram=IDOmE 8 A% %

minimo 1°C e maximo 8°C
minimo 1°C e maximo 8°C
sem informacao
manter em local seco e
fresco
2°C a 6°C
minimo 1°C e maximo 9°C
2°C a 8°C
2°C a 8°C
2°Ca6°C
2°C a 8°C
até 5°C
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Os dados da analise dos rétulos, conforme a legislagdo, estao apresentados na
tabela 6. Foi observado que 100% dos rétulos analisados ndo atendem RDC n°243 de
2018, pois ndo esta descrito no rotulo e na lista de ingredientes informagdes sobre a
linhagem ou o0 nome comercial do microrganismo da cultura utilizada. Quanto a IN 41
de 2019, foi identificado que 18,2% dos roétulos analisados ndo descrevem que foi
utilizada a cultura de kombucha na lista de ingredientes e ndo atendem ao requisito
sobre a denominagao de venda do produto, utilizando termos que ndo correspondem ao
tipo de infusdo e ingredientes adicionais utilizados. Todos os rétulos avaliados nao
apresentaram informacdes sobre o pH da bebida. Vale ressaltar, que foram encontradas

embalagens de plastico e vidro, transparente e na cor verde.

TABELA 7. Andlise de rotulos de kombuchas segundo as legislagdes vigentes.

Legislacao NA
Atribuicdes C (%) NC (%)
Vigente (%)
Identificacdo da linhagem ou nome 0 100
RDC n° 243, | comercial do micro-organismo
de 26 de julho | Identificagdo da espécie de cada
de 2018 linhagem, de acordo com a
0 100
nomenclatura binomial mais atual, na
lista de ingredientes
Deve ser produzido a partir de espécies
vegetais para infusdo em adgua 100 0
Deve ser produzido a partir de
consorcio ativo de bactérias e leveduras
Instrucao
(scoby) adequadas para fermentagdo
Normativa ) ) i
alcoolica e acética, desde que garantida
41/2019
a sua inocuidade a saude humana 81,8 18,2
(MAPA) .
Deve ser denominada de kombucha de
(seguido do nome da espécie vegetal
utilizada na infusdo), com (seguido do
ingrediente  adicionado  apdés a
fermentagdo) suco, polpa, especiarias, 81,8 18,2
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extrato vegetal, mel, aroma, ou a
combinagdo destes termos, de acordo
com a composicao final do produto

O Kombucha que contiver vitaminas e
minerais naturalmente produzidos no
processo de fabricagdo e atenderem ao
valor minimo destes nutrientes, podem
utilizar as expressoes
"Fonte natural de (nome da vitamina ou
mineral)” e “naturalmente rico em
(nome da vitamina ou mineral)" em sua
rotulagem 0 0 100

Apresentar pH entre 2,5 e 3,5 0 100 0
Legenda: C- Conforme / NC — Nao conforme / NA — Nao se aplica

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo que analisou 24 amostras
de rotulos de kombucha de 14 marcas diferentes, observou muitas divergéncias de
informagdes entre as marcas analisadas, dentre elas auséncia de data de validade,
condi¢gdes de armazenamento e teor alcoolico. O rotulo € a ferramenta que faz a
comunicacao entre a induastria e o consumidor. Ele deve ser descrito de forma clara,
com informagdes corretas facilitando o entendimento da populagdo (ALENCAR et
al,.2020)

Um estudo que analisou 8 amostras de 4 marcas diferente também identificou
falhas semelhantes na rotulagem dos produtos. Observaram a presenca de termos que
ndo sdo permitidos pela legislacdo pois eles atribuem caracteristicas de qualidades
superlativas e propriedades funcionais. Alguns dos termos utilizados foram: organico,
produto natural, baixo em calorias, saudavel e sem conservantes. Esses dados
corroboram com a presente pesquisa que encontrou termos como: 50 calorias, produto
100% natural, bolhas refrescantes, bactérias boas, rica em compostos antioxidantes e
bebida energizante (ASSIS et al.,2022).

Existem 3 pontos importantes que podem influenciar na qualidade e seguranca
do produto final, que sdo: a validade, teor alcodlico e condi¢des de armazenamento.
No que se refere ao teor alcodlico, a legislacdo recomenda que seja descrita a
classificagdo da bebida, pois sendo considerada como alcoodlica, a informagao deve

estar presente no rotulo, acompanhada do alerta, pois deve ser evitada por criangas,
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gestantes e lactantes. No entanto, os dois estudos citados acima, identificaram amostras
com auséncia dessa declaragdo. (ASSIS et al., 2022; ALENCAR et al., 2020)

Quanto a validade, ¢ importante saber a vida de prateleira do produto, porém
foi observado que algumas marcas registram apenas a data de validade, o que impede
do consumidor avaliar hd quanto tempo a bebida foi produzida. Além disso, foi
observado uma variac¢ao nos prazos de validade, encontrando produtos com 60 dias até
180 dias (ASSIS et al.,, 2022; ALENCAR et al., 2020).

No presente estudo, observou-se que os compostos bioativos estaveis por até
30 dias de fermentagao. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados
por La Torre e colaboradores (2021) que observou uma reducdo dos compostos
bioativos em kombucha de cha preto com 30 dias. Essa mudanga tem relagdo com o
perfil microbiano da cultura utilizada e condi¢des de fermentagao da bebida.

Dessa forma, € possivel perceber que ha necessidade de melhorias nos rétulos
das kombuchas, pois existem falhas na elaboracao de rotulos, contendo informagdes
ndo permitidas e/ou auséncia de informagdes obrigatorias. Outra oportunidade de
melhoria, ¢ o estudo da vida de prateleira dessas bebidas, ele precisa considerar a
estabilidade dos compostos bioativos. Sendo a kombucha um produto popular por
conter substancias benéficas com potencial antioxidante, essa caracteristica precisa ser
considerada na defini¢cdo do prazo de validade e nas condi¢des de armazenamento para

garantir que a bebida terd esses compostos preservados até o final da sua validade.
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CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, o estudo de estabilidade dos compostos
bioativos, possibilitou afirmar que para garantir uma kombucha com potenciais
beneficios a saude, o armazenamento ideal seria a 4°C por 30 dias. Em contrapartida,
a avaliacdo de rotulos comercializados no Estado de Pernambuco, mostrou que as
bebidas comercializadas apresentam um prazo de validade de “quatro a seis meses”
com recomendacao de armazenamento que varia entre “1°C a 9°C”. Dessa forma,
sugere-se uma revisdo dos parametros aplicados aos rétulos, descritos na legislagao,
visto que a kombucha ¢ uma bebida reconhecida pelo seu potencial benéfico, originado
dos compostos bioativos, que sdo considerados substancias sensiveis as variagdes de
tempo e temperatura de armazenamento, garantindo uma bebida segura e potencial

benéfico a saude do consumidor.
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“PROCESSO DE ELABORAGAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”

Campo dainvencgéo

[001] A kombucha saborizada com puré de abdbora € uma alternativa de uma
bebida nutritiva, pois a kombucha €& uma bebida fermentada que tem
propriedades funcionais, probidticas e tem acdes benéficas comprovadas
cientificamente, como atividades antioxidantes, antimicrobiana, antidiabética e
anticarcinogénica. Esses beneficios estdo associados a presenca de
microrganismos probidticos, compostos fendlicos e acidos organicos. Ja a
abobora é um alimento rico em nutrientes que, quando adicionada a kombucha,
aumenta os valores nutricionais da bebida e também a sua disponibilidade de
vitamina A. A producdo desta invencdo segue 0 processo regular de uma
kombucha, que resulta em aspectos sensoriais similares e organolépticos a
uma kombucha comum, porém requer utilizacdo do puré de abdbora na
saborizacdo, que resulta em uma bebida com alto valor nutricional. Esta
invencao caracteriza-se por ser um processo compreendido pelo setor técnico
de alimentos, que possui uma metodologia simples e pratica, sem necessidade
de utilizacdo de equipamentos especificos ou modernos de cozinha.
Resultante em uma kombucha com alto valor de vitaminas, mas que possui
caracteristicas similares ao produto comum, podendo ser uma alternativa de
fonte de vitamina A para populacbes e para quem procura uma bebida

refrescante e saudavel.
Fundamentos dainvencgéo

[002] As buscas realizadas revelaram a existéncia de patentes relacionadas a
producao da kombucha. A patente KR20210153184A intitulada “Manufacturing
Method of Kombucha” é a que mais se aproxima do que esta descrito nesta
patente,ha uma descricdo de producdo que nao inclui a segunda etapa de

fermentacao.

[003] E importante destacar que ndo ha patentes depositadas com a

saborizacdo da kombucha com puré de abdbora.
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Descricao da invencao

[004] A invencdo pode ser compreendida através da descricdo detalhada

abaixo.

[005] A FIGURA 1 apresenta o fluxograma geral do processo de elaboracéo da

Kombucha.

[006] Para o preparo do ch& fermentado, a 4gua filtrada foi aquecida até atingir
a temperatura de 90 °C. Em seguida, adicionado o cha verde, para realizacdo
da infusdo durante 20 minutos. Em seguida o cha foi filtrado e adicionado de
acucar cristal e mantido em temperatura ambiente, aproximadamente 25 +1 °C.
Foi adicionado a cultura starter de kombucha artesanal Canadense ao cha e
apos homogeneizacdo, coberto com tecido TNT previamente higienizado,
mantido a temperatura ambiente de 22 a 25 °C e protegidos de incidéncia
direta de luz e vento. No 12° dia da fermentacdo da kombucha, retira-se o cha
fermentado para realizar a saborizacdo com a abdbora (Cucurbita moschata).
Os frutos de abdbora foram higienizados, as sementes retiradas, cortada em
pedacos e cozidos no vapor por 12 min, e, em seguida, amassado em textura
de puré. Adiciona-se 10% acucar e 15% puré ao cha fermentado. O produto
final foi acondicionado em garrafas pet, previamente higienizadas, e mantidos
em temperatura ambiente (25 °C) por 72hs, protegidas de luz direta e vento.
Depois dessa etapa, a kombucha foi armazenada sob refrigeracdo (5 °C) por
60 dias.
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO DA ELABORA(;AO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA” compreende a elaboracdo de uma kombucha, segue o
processo regular de producéo de uma bebida fermentada tipo kombucha, que
resulta em aspectos sensoriais similares e organolépticos a uma kombucha
comum, porém requer utilizacdo do puré de abdbora na saborizagdo, que
resulta em uma bebida com alto valor nutricional, assim, caracterizado por

compreender as seguintes fases de:

A) Separar e pesar os ingredientes

B) Preparo do cha

C) Acrescentar o acucar ao cha

D) Acrescentar a cultura starter ao cha

E) Homogeneizar os ingredientes

F) Armazenamento

G) Higienizacéo da abobora

H) Preparo do puré de abdbora

I) Homogeneizacao dos ingredientes ao ché fermentado

J) Armazenamento

2. “PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa A, os ingredientes requeridos foram separados e pesados em balanca

analitica.
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3. "PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA", de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa B, o ch& foi preparado aquecendo agua filtrada até atingir a temperatura
de 90 °C. Em seguida, adicionado o cha verde, para realizacdo da infusédo

durante 20 minutos.

4. “PROCESSO DA ELABORA(;AO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa C, o cha foi filtrado e adicionado 10% acuUcar cristal e mantido em

temperatura ambiente, aproximadamente 25 +1 °C.

5. “PROCESSO DA ELABORAC}AO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”, e acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa D, foi adicionado a cultura starter de kombucha artesanal Canadense ao

cha.

6. “PROCESSO DA ELABORAQAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”, e acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por

etapa E, homogeneizacéo do acucar e da cultura starter ao cha.

7. “PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”, e acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa F, a mistura foi coberta com tecido TNT previamente higienizado,
mantido a temperatura ambiente de 22 a 25 °C e protegidos de incidéncia

direta de luz e vento por 12 dias.

8. “PROCESSO DA ELABORAQAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA” e acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
etapa G, higienizacdo da abdbora, as sementes retiradas e cortada em

pedacos.

9. “PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA” e acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa H, os pedacos de abdbora foram cozidos no vapor por 12 min, e, em

seguida, amassado em textura de puré.
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10. “PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA” e acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado por
etapa |, adiciona-se o0 aclcar e o puré ao cha fermentado e misturar até

homogeneizar.

11. “PROCESSO DA ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA” e acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
etapa J, o produto final foi acondicionado em garrafas pet, previamente
higienizadas, e mantidos em temperatura ambiente (25 °C) por 72hs,
protegidas de luz direta e vento. Depois dessa etapa, a kombucha foi

armazenada sob refrigeracéo (5 °C) por 60 dias.
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DESENHOS
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RESUMO

“PROCESSO DE ELABORACAO DE KOMBUCHA SABORIZADA COM
PURE DE ABOBORA”

A presente invencdo refere-se ao “processo de elaboragdo de kombucha
saborizada com puré de abdbora”. O processo, relacionado ao setor técnico de
alimentos, possui uma metodologia de baixo custo, requerendo ingredientes de
facil acesso e processamento simples, resultando em um produto de alto valor
nutricional conferido pela adicdo do puré de abobora, caracteristicas
organolépticas e aspectos sensoriais de textura e sabor similares a kombucha
comum. A abobora é um fruto altamente rico em macronutrientes e
micronutrientes como: potassio, magnésio, complexo B, célcio, ferro e
principalmente vitamina A e C e entre outros. Dessa maneira, ao ser inserido o
puré de abobora no processo final da Kombucha, ocasiona aumento dos
valores nutricionais da bebida fermentada potencializando funcdes
microbiolégicas, sensoriais, e principalmente na disponibilidade de
carotenoides pro-vitaminico, que pode servir como fonte de vitamina A para
populacdes, considerando os aspectos, nutricionais, econémicos e sociais.
Dessa forma, o processamento do produto envolve técnica e utensilios
apropriados para a producdo da kombucha com a saborizagdo de puré de

abébora.
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