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RESUMO

TAUFNER, Karla, M.Sc. Universidade Vila Velha - ES, outubro de 2020.
Fermentacao secundaria de Kombucha com extrato de inga edulis: efeitos do
tempo de fermentacdo e da concentracao do extrato na qualidade do produto.
Orientadora: Prof. Dra. Denise Coutinho Endringer.

A fermentacdo é um método tradicional usado na para a producao e na conservacao
de alimentos. Consiste em um processo no qual fungos e bactérias convertem
aclcares em outras substancias, com o objetivo de produzir energia para suas
células. Apresenta baixo custo e permite a obtencdo de produtos ricos em
compostos bioativos. O Kombucha é uma bebida fermentada popular e seu
consumo tem aumentado em diversos paises. Tradicionalmente, utiliza-se o cha das
folhas de Camellia sinensis adocado para sua producdo. Uma estratégia usada para
melhorar sua composicdo quimica e maximizar seus efeitos benéficos a saude é
adicionar ao liquido resultante um outro substrato para que ocorra a segunda
fermentacdo. O objetivo desse trabalho foi realizar a segunda fermentacdo de
kombucha com extrato das folhas de Inga edulis e determinar a influéncia do tempo
de fermentacédo e da concentracdo do extrato nas propriedades da bebida. Foram
descritos: caracteristicas organolépticas, pH, AT, SST, SST/AT, polifendis totais,
flavondides e viabilidade celular in vitro. Foram utilizadas andlise de variancia
(ANOVA) com teste de Tukey (P < 0,05 e PCA. Tempos mais longos de
fermentacdo e maiores concentracfes do extrato de Inga resultaram em bebidas
com maior teor de compostos bioativos (polifendis totais e flavondides). Esse
aumento foi mais pronunciado com os flavonoides. Nao foi possivel estabelecer
relacdo entre o tempo de fermentacdo e concentracdo do extrato com as demais
variaveis. O extrato etanodlico das folhas de 1. edulis é um potencial substrato para
fermentagcOes a base de Kombucha e merece ser estudado com mais profundidade
a fim de se elucidar os mecanismos envolvidos na sua producdo e em suas
propriedades bioldgicas.

Palavras-chave: Bebidas fermentadas. Polifendis. Flavonodides. Caracteristicas
organolépticas. Caracteristicas fisico-quimicas.



ABSTRACT

TAUFNER, Karla, M.Sc. Universidade Vila Velha - ES, October 2020. Secondary
fermentation of Kombucha with Inga edulis extract: effects of fermentation time
and extract concentration on product quality. Advisor: Prof. Dr. Denise Coutinho
Endringer.

Fermentation is a traditional method used for food production and preservation. It
consists of a process in which fungi and bacteria convert sugars into other
substances to produce energy for your cells. It presents a low cost and allows us to
obtain products rich in bioactive compounds. Kombucha is a popular fermented drink,
and its consumption has increased in several countries. Traditionally, sweetened
Camellia sinensis leaf tea is used for its production. One strategy used to improve its
chemical composition and maximize its beneficial health effects is adding another
substrate to the resulting liquid for the second fermentation to occur. The objective of
this work was to carry out the second fermentation of Kombucha with extract of the
leaves of Inga edulis and determine the influence of the fermentation time and the
concentration of the extract on the properties of the drink. Organoleptic
characteristics, pH, AT, TSS, TSS/AT, total polyphenols, flavonoids, in vitro cell
viability were described. Analysis of variance (ANOVA) with Tukey's test (P <0.05)
and PCA were used. Longer fermentation period and higher concentrations of Inga
were associated to higher levels of bioactive compounds (polyphenols and
flavonoids). This enhancement was more intense for flavonoids. No relation between
fermentation time, Inga concentration and pH, AT, TSS, TSS/AT, total polyphenols,
flavonoids, in vitro cell viability was found. The ethanolic extract of the leaves of I.
edulis is a potential substrate for fermentations based on Kombucha. It deserves to
be studied in more depth to elucidate the mechanisms involved in its production and
its biological properties.

Keywords: Fermented beverages. Polyphenols. Flavonoids. Organoleptic
characteristics. Physicochemical characteristics.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AT — Acidez Titulavel

BPAC — Bactérias Produtoras de Acido Acético
BPAL — Bactérias Produtoras de Acido Latico
FDA — Food and Drug Administration

OMS - Organizagéo Mundial de Saude

PCA — Principal Component Analysis

SCOBY — Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast
SST - Solidos Soluveis Totais



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Porcao liquida e membrana de celulose em Kombucha (Paludo, 2017)............... 16
Figura 2. Distribuicdo de I. edulis no territorio brasileiro (Lima, 2014) Inga edulis in:
Biogeografia da Flora e dos Fungos do Brasil. INCT Herbario Virtual
(http://biogeo.inct.florabrasil.Net/ProC/2682)..........uuuuiiiiiiiiiieeeiee e 18
Figura 3. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para o teor de
polifendis em funcao do tempo de fermentacéo e da concentragéo do extrato de Inga........ 30
Figura 4. Superficie de resposta obtida por um modelo polinomial quadratico (R2=0,75) para

o teor de flavonoides em fungéo do tempo de fermentacao e da concentracao do extrato de



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Delineamento da producdo de Kombucha com I. edulis...........cccccceeeiveiiiinieninnnn. 21
Tabela 2. Caracteristicas organolépticas do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha
(o000 Ao [ TP PPPPPPPPRTRN 25
Tabela 3. pH do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis................... 26

Tabela 4. Acidez titulavel (AT) do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /.

Tabela 5. Sdlidos solliveis totais (SST), expressos em °Brix, do Kombucha (método
tradicional) e do Kombucha COmM 1. @QUIIS. ...t 27

Tabela 6. Relacdo SST/AT do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com I. edulis

Tabela 8. Flavondides do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis....30
Tabela 9. Atividade citotdxica in vitro do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha
com |. edulis. Dados apresentados como percentual de células mortas............ccc.eevvvvveennnes 32

Tabela 10. Coordenadas para os fatores projetados N0S 3 PCS........cccvvviiiiiiiiiiiiii e, 33



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

L INTRODUGAO. ...ttt ettt nneaeanes 12
1.1 FERMENTADOS. ... ittt ettt e ettt s e e e e ettt r e e e e e et e e e ee et s eean e eeannaaes 12
L2 KOMBUGCHA. ... e e e et e et e e e e b ae bbb e e e e e e e e eaans 13

1.2.1 Caracteristicas € COMPOSICAD........ccereereerrerreeeeeeeseesreesseereesessesraesseesseessseessssesssseees 13
1.2.2 Perfil MICrobIOIOQICO. ......ccuviiieieeieeeeeeee ettt et e e et a e ear e e eaaee s 16
1.3 FERMENTAGAO SECUNDARIA........cociiieietietee ettt 17
1.4 SUBSTRATO PARA FERMENTACAO SECUNDARIA.........cocoviieeeecee e 18
1.4.1InQ&A (ING@ €AUINS MAIT.).....ccveiiiiriiiiiiiteieeeitetet ettt ettt e 18

2 MATERIAIS E METODOS.......ctitiiieeeteeeeteeee ettt e stesaes e e s saestesneaneanens 20
2.1 Extrato etandlico das folhas de Inga equIS...............cooooeiiiiiiiiiiiiieeeeee 20
2.2 KOMDUCKA. 1.ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeaes 20

2.2.1 Perfil microbioldgico dO SCOBY ...ttt e e e e 20

2.2.2 Primeira fermentacao (método tradiCional)...........ccveeeeriieciieieeieceeceeee e 20

2.2.3 Segunda fErMENTAGAD. .......cceeteeierteeeee ettt ettt te et et e st e st e beeseesee s anaeeenns 21
2.3 CaracteristiCas OrganOIEPLICAS. .......coiuuriiiie et et e e bea e e e e anes 21
2.4 Determinacao de pH, acidez titulavel (AT) e sdlidos sollveis totais (SST).................. 21
2.5 Determinagao de polifenGis tOLAIS.......c..uuuuiiiiiiiiiiiiiee e 22
2.6 DeterminaGao de flaVONOIUES. ........coviiiiii et e e e e aeees 22
2.7 Viabilidade CelUlar iN VIrO............coou i 23
2.8 PCA (Principal Component ANAIYSIS).......cccuiiiiiie e e e e e 23
2.9 ANALISE ESTALISHICA. ... veeeeiitiiiie ettt e e 23

S RESULTADOS. ...ttt e e e e e e ettt abaa e e e e e e e et e e aeaanaaeees 24
3.1 CaracteristiCas OrganOIEPLICAS. .......ciiuuriiieee ittt e e et eeeeeeanes 24

B2 PHueeeee ettt ettt e e s s e ese e e ee e eeeee 26



3.2.3 SOlidOS SOIUVEIS tOLAIS (SST)..eevueerieieieierierieeeeteierte et eeeseesaessesseeseesaesaessesseeseessenseens 27

T L] = o= To RS TS Y I [P 28

3.3 POLIFENOIS TOTAIS. ..ottt 28
B4 FLAVONOIDES...... .ottt ettt ettt ettt ettt e e san e 30
3.5 VIABILIDADE CELULAR N VIIIO.....ieeiiieie et e st s et e s s e s e e e e 31
BuB PCA e 32

A DISCUSSAOD......oeieeeee ettt ettt ettt e e et e et e st e st e et e st e ste e e eaeesaeeeee e 34
5 CONCLUSAOD. ...ttt ettt ettt e e eae e 40



1 INTRODUCAO

1.1 FERMENTADOS

A fermentacdo € um método utilizado h& milhares de anos para a producéo de alcool
e para a conservagao de alimentos e consiste em um processo no qual fungos e
bactérias convertem acucares, tais como a glicose, em outras substancias, como o
alcool, com o objetivo de produzir energia para suas células (Baschali et al., 2017).
Dado o seu baixo custo, tem sido amplamente empregado pela industria alimenticia
para a obtencé&o de produtos ricos em compostos bioativos de vegetais (Hur et al.,
2014).

Observa-se, nos ultimos anos, uma tendéncia de resgate dos métodos tradicionais
de producao de alimentos e bebidas, que culmina com a maior procura por produtos
minimamente processados e preferencialmente sem aditivos (Vilarreal-Soto et al.,
2018). E nesse contexto que ha uma crescente demanda pelo consumo de

alimentos e bebidas com acgéo probidtica.

Varias espécies de microrganismos apresentam enzimas especificas que atuam nas
reacoes do processo de fermentacdo, sendo que as substancias formadas durante a
fermentacdo conferem diferentes sabores e texturas (Gomes et al., 2018), além de
alterarem as atividades biolégicas e a digestibilidade do produto final. Fungos e
bactérias que apresentam tais caracteristicas sdo denominados de probidticos. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define probidticos como “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um

beneficio a saude do hospedeiro” (Chilton, Burton, Reid, 2015).

Muitos produtos sdo resultantes do processo de fermentacdo e podem ser de
ocorréncia natural ou resultantes da adicdo de uma cultura inicial, denominada
starter (Roos & Vuyst, 2018), apresentando baixo teor alc6olico ou ndo. Uma ampla
variedade de substratos, tais como leite, cereais, frutas e vegetais, sao utilizados na

elaboracao desses produtos (Baschali et al., 2017).
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Sé&o exemplos conhecidos de fermentados o iogurte, o vinho, o stilton, (um tipo de
gueijo inglés), o Cortido (fermentado de legumes de EIl Salvador), (Chilton, Burton,
Reid, 2015), o Kefir (de agua adocada ou de leite) e o Kombucha (de cha verde ou
preto adocado) (Baschali et al., 2017; Roos & Vuyst, 2018), que serd descrito a

sequir.

1.2 KOMBUCHA

1.2.1 Caracteristicas e composicao

O Kombucha é uma bebida popular na Asia ha mais de dois milénios e seu consumo
tem aumentado em diversos paises (Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan, 2007). E
uma bebida probidtica acida, ndo alcodlica, levemente adocicada e gaseificada,
obtida por meio da fermentacdo de cha acucarado com uma cultura simbiotica de

fungos acidofilos e bactérias (Chakravory et al., 2016).

Tradicionalmente, utiliza-se o cha das folhas de Camellia sinensis, planta
popularmente conhecida como “cha verde” ou “cha preto”. Suas nomenclaturas
variam de acordo com o processamento da planta: o cha verde é preparado a partir
das folhas escaldadas e fervidas (a fim de se conservar sua cor) e o cha preto é
obtido mediante a fermentagéo das folhas (Hur et al., 2014).

O preparo do Kombucha é simples: adiciona-se ao chd um acucar (geralmente
sacarose) e em seguida a cultura inicial (starter). A cultura inicial € comumente
chamada de SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast) que € a associacao
de bactérias e fungos em simbiose (Vitas et al., 2013). As bactérias produtoras de
acido acético (BPAC), as bactérias produtoras de acido latico (BPAL) e vérias
espécies fungicas integram um consércio simbidtico de microrganismos do
Kombucha (Roos & Vuyst, 2018).

Esse consércio simbidtico de microrganismos converte o cha agucarado em um
liguido acido, levemente gaseificado e refrescante, composto especialmente por
varios acidos. Estdo presentes em maior concentracdo o acido acético e o acido

glicénico (Czaja et al., 2006). Estdo também presentes o0 acido glicurdnico (Loncar et
13



al., 2006), os acidos tartarico e malico e, em menor propor¢ao, o acido citrico. Todos
esses compostos sdo responsaveis pelo sabor azedo caracteristico da bebida

(Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan, 2007).

Polifendis, além de aminoacidos, vitaminas e algumas enzimas hidroliticas também
constituem o liquido resultante da fermentacdo do cha (Malbasa et al., 2011). Os
polifendis (Yang, Lambert, Sang, 2009) e o &cido glicurbnico sdo o0s que
provavelmente apresentam maior atividade biolégica (Kumar & Joshi, 2016;
Jayabalan et al, 2014). Dentre os achados sobre o Kombucha, destacam-se seus
efeitos antioxidante (Kumar & Rizvi, 2015; Amarasingh; Weerakkody; Waisundara,

2018), e anticarcinogénico in vitro e in vivo (Jayabalan et al., 2011).

Os compostos fendlicos constituem o principal grupo de substancias antioxidantes
presentes no Kombucha (Dimidi E et al., 2019). Diversos polifendis ja foram
identificados, com destaque para os flavondides, particularmente as catequinas

(Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan, 2007).

Ha ainda uma pequena porcdo de gas carbOnico, o que confere a sensacao
refrescante, e de etanol (Malbasa et al, 2011). E importante lembrar que a
guantidade de etanol é minima, o que classifica o0 Kombucha como bebida nédo
alcodlica (Chilton, Burton, Reid, 2015). Os principais constituintes do Kombucha

estao elencados abaixo no Quadro 1.

TEMP

CLASSES DE COMPOSTOS | COMPOSTO COMPOSICAO MEDIA O REFERENCIAS

Acido Acético 56g/L 15d Blanc (1996)

Acido Acético 8,36 g/L 18d Jayabalan et al (2007)

Acido Acético 11g/L 30d Chen; Liu (2000)
Acidos Organicos Acido Gliconico | 39 g/L 60d | Chen; Liu (2000)

Acido

Glicurénico 0,0160 g/L 21d Loncar et al (2006)

Acido Latico 0,18 g/L 18 d Jayabalan et al (2007)
Vitaminas VitaminaB1 | 0,74 mg/mL 154 |Bauer-Petrovska &

Petruskevska-Tozi

14



TEMP
CLASSES DE COMPOSTOS | COMPOSTO COMPOSICAO MEDIA | O REFERENCIAS

(2000)

Petrushevska-Tozi
Vitamina B2 8 mg/100 mL 10d (2000)

Vitamina B6 0,52 mg/mL 15d Malbasa et al (201 1)

Bauer-Petrovska &
Petrushevska-Tozi
Vitamina B12 0,84 ng/mL 15d (2000)

Bauer-Petrovska &
Petrushevska-Tozi

Vitamina C 25 mg/L 10d
ftami ¢/ (2000)
Malbasa et al (2011)
Etanol 5,5g/L 20d Chen; Liu (2000)
Compostos Gerais Proteinas 3 mg/mL 12d Jayabalan et al (2007)
Polifendis 7,8 Mm EAG 15d Chu; Chen (2006)
Bauer-Petrovska &
Cu, Fe, Mn, Ni, Petrushevska-Tozi
Minerais Zn 0,1a0,4 ug/mL 15d (2000)
Cl, Br, I, NOy Kumar; Narayan;
Anions HPO,, SO, 0,04 a 3,20 mg/g 7d Hassarajani (2008)

Quadro 1. Composi¢ao quimica do Kombucha (traduzido e adaptado de Vilarreal-Soto et al,
2018)

A composicdo do Kombucha pode ser alterada por diversos fatores, tais como
temperatura, pH, quantidade de oxigénio, o gas carbdnico dissolvido, o sistema
operacional utilizado (Marsh et al.,, 2014), a concentracdo inicial de acuUcar, a
composicao do cha e o tempo de fermentacdo. Qualquer variacdo desses fatores
resulta em diferentes caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e nutricionais do
produto obtido (Wolfe & Dunton, 2015).

Das variaveis acima, o tempo de fermentacdo parece ser um dos pontos mais
relevantes para a producdo de uma bebida de alta qualidade e segura para o
consumo. Na literatura, o tempo de fermentacdo usado no preparo do Kombucha

oscila de 7 a 60 dias (Vilarreal-Soto et al., 2018). Entretanto, segundo o Food and
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Drug Administration (FDA) o processo nao deve ultrapassar 10 dias (Nummer,
2013).

Durante o processo de fermentagédo, a atividade de algumas cepas bacterianas
resulta na formagéo de uma membrana flutuante de celulose. O Kombucha é, entéo,
formado por duas fases: a membrana de celulose e a porcao liquida (Figura 1). Os
microrganismos, assim como a maior parte das suas substancias constituintes,
encontram-se no liquido (Czaja et al., 2006). Atualmente, somente a parte liquida é
destinada ao consumo (Roos & Vuyst, 2018).

Figura 1. Porc¢éo liquida e membrana de celulose em Kombucha (Paludo, 2017).

1.2.2 Perfil microbiolégico

As bactérias produtoras de acido acético (BPAC), as bactérias produtoras de acido
latico (BPAL) e varias espécies fungicas integram um consércio simbidtico de
microrganismos do Kombucha (Roos & Vuyst, 2018). Em condicbes ambientais
favoraveis, essa simbiose é estavel a ponto de inibir o crescimento de

microrganismos contaminantes (Vitas et al., 2013).

Foram identificadas no Kombucha espécies de BPAC pertencentes aos géneros
Komagataeibacter, Gluconobacter e Acetobacter (Roos & Vuyst, 2018) e algumas
das espécies encontradas foram Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus e
Gluconobacter oxydans (Marsh et al., 2014). S&o as bactérias presentes em maior
contagem e sdo responsaveis pela producdo da maior parte dos &cidos presentes no
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Kombucha (Roos & Vuyst, 2018). As espécies de BPAL pertencem aos géneros
Lactobacillus e Lactococcus (Marsh et al., 2014). Determinadas cepas de BPAC séo
as responsaveis pela formacdo da membrana de celulose durante o processo de

fermentagao (Watawana et al., 2016).

Quanto aos fungos, foram identificadas diferentes espécies dos géneros
Brettanomyces, Candida, Kloeckera, Mycoderma, Mycotorula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Pichia e Zygosaccharomyces (Ayed, Abid,
Hamdi, 2017). As espécies fungicas encontradas em amostras de Kombucha foram
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii e

Brettanomyces bruxellensis. (Coton et al., 2017)

Os fungos convertem a sacarose em acidos organicos, gas carbdnico e etanol. O
etanol € posteriormente oxidado pelas espécies de BPAC, resultando na producao
de &cido acético. As BPAC também utilizam a d-glicose na sintese de celulose e do
acido glicénico (Marsh et al., 2014).

1.3 FERMENTACAO SECUNDARIA

A fermentacdo secundaria € uma estratégia popularmente utilizada para agregar
sabor as bebidas fermentadas. Consiste em adicionar ao liquido obtido na primeira
fermentacdo outro substrato para que ocorra a segunda fermentacdo. No entanto,
uma segunda fermentagdo parece ndo apenas alterar o sabor, mas também
melhorar a composicdo quimica do fermentado e possivelmente maximizar seus
efeitos benéficos a saude (Ayed, Abid, Hamdi, 2017). Portanto, é de suma

importancia estudar essa técnica.

Diversos beneficios foram obtidos com a fermentacdo secundaria. Em um estudo
gue utilizou o gérmen de trigo, verificou-se o aumento da atividade antioxidante do
fermentado, possivelmente devido ao incremento de antocianinas, flavonoides e
compostos fendlicos na composi¢cdo (Sun, Li, Chen, 2015). A adicdo de agua de

coco também contribuiu para 0 aumento da atividade antioxidante do fermentado,
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além da inibicdo da a-amilase e da a-glicosidase em estudo in vitro (Watawan et al.,
2016).

Isso também ocorreu na fermentacdo de varios outros substratos, como o polen
(Utoiu et al., 2018), o cha da figueira da india (Ayed e Hamdi, 2015), os derivados do
leite (Kanuric, 2012; Kanuric et al., 2018; Malbasa et al., 2009), o suco de roma, uva
vermelha, ginjeira e maca (Akbarirad et al., 2017), as plantas da familia Lamiaceae
(Veliéanski, Cvetkovi¢, Markov, 2013), e o café (Watawana, Jayawardena,
Waisundara, 2015). Esses resultados favoraveis encorajam a analise de outros

substratos.

1.4 SUBSTRATO PARA FERMENTA(;AO SECUNDARIA

Foi selecionada para esse estudo uma matéria prima vegetal nativa. I1sso representa
um menor custo e maior disponibilidade de material para a execucédo das analises,
além da valorizacdo da cultura local.

1.4.1 Inga (Inga edulis Matrt.)

Para a fermentacdo secundaria do Kombucha no presente estudo, foi utilizada a
espécie Inga edulis Mart. Popularmente conhecida como ingazeiro, € amplamente

distribuida nas florestas tropicais da Américas Central e do Sul (Pompeu et al., 2012;

Dias, Souza, Rogez, 2010). A Figura 2 mostra a distribuicdo no territério brasileiro.
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Figura 2. Distribuicdo de I. edulis no territorio brasileiro (Lima, 2014) Inga edulis in: Biogeografia da
Flora e dos Fungos do Brasil. INCT Herbario Virtual (http://biogeo.inct.florabrasil.net/proc/2682).

As folhas do ingazeiro séo ricas em compostos fendlicos e estudos apontaram que o
extrato das folhas de /. edulis apresenta elevada capacidade antioxidante in vitro
(Pompeu et al., 2012; Dias, Souza, Rogez, 2010). Os poucos dados ja publicados
sobre a espécie apontam um potencial de uso terapéutico, em especial devido a
atividade anti-ulcerogénica observada em modelo de inducédo de ulcera por etanol

em ratos (Pompeu et al., 2012).

N&o foram identificados até 0 momento estudos acerca da utilizacdo do extrato das
folhas de Inga no preparo de bebidas ou de fermentados, o que torna o estudo
inédito. O objetivo desse trabalho foi determinar a influéncia do tempo de
fermentacdo e da concentracdo do extrato das folhas de I. edulis nas propriedades
da bebida, bem como verificar alteragbes na composicdo em comparagdo ao

Kombucha tradicional.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Extrato etandlico das folhas de Inga edulis

As folhas de Inga edulis (SISGEN A293F7A), coletadas na Fazenda Experimental de
Bananal do Norte (FEBN) - INCAPER, localizada no municipio de Cacheiro do
Itapemirim, ES, foram selecionadas, limpas e secas a 40°C em estufa com
circulagdo de ar (Tecnal® TE 394/2). Em seguida, foram trituradas em moinho de
facas (Marconi® MA680) até a obtencdo de um po6 fino. Antes da extracéo, o poé foi
desengordurado com hexano na proporcdo de 1:20 em banho ultrassénico (EIma®
Elmasonic P) por 2 ciclos de 30 minutos. O extrato foi obtido utilizando-se etanol a
75% (1:20) no mesmo equipamento em 2 ciclos de 50 minutos a 40°C (Cigeroglu et
al, 2018). O extrato foi concentrado em rotaevaporador Buchi® R-100 a 40° C para

ser utilizado na segunda fermentacdo do Kombucha.

2.2 Kombucha

2.2.1 Perfil microbiolégico do SCOBY

O SCOBY de Kombucha utilizado foi adquirido na Fementare®. Segundo o
fabricante, nele foram identificadas as BPAC Acetobacter spp e Bacterium
gluconicum e as espécies fungicas Dekkera bruxellensis, Pichia membraneafaciens,

Zygosaccharomyces bisporus e Kluyveromyces marxianus.

2.2.2 Primeira fermentacao (método tradicional)

O Kombucha foi produzido de acordo com as especificacbes de protocolo
estabelecido pelo FDA (Food and Drug Administration) (Nummer, 2013). Todos os
instrumentos e vasilhames foram submetidos a assepsia com acido peracético 1%
antes do uso. Foi preparada infusdo de cha preto (Camelia sinensis) adquirido no
mercado local (15 g/L) adocado com sacarose (5% p/v). Apés o resfriamento da
infusdo (temperatura inferior a 30 °C), foi inoculado o SCOBY de Kombucha. A
fermentacdo ocorreu sob a temperatura de 25 (+/- 2) °C durante 7 dias em frasco de

vidro sem tampa protegido por tecido de algodéao.
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2.2.3 Segunda fermentacéo

A segunda fermentacado foi realizada utilizando-se 50 a 400 mg (Pompeu et al.,

2012) do extrato etandlico de I. edulis conforme a Tabela 1. O método empregado foi

o de Vita et al (2020), incluindo 10%(v/v) do fermentado produzido através pelo

método tradicional. A proporcao de sacarose foi mantida (5% p/v).

Tabela 1. Delineamento da producdo de Kombucha com /. edulis

Kombucha (K)
K + I. edulis 50
K + I. edulis 100
K + I. edulis 200
K + I. edulis 300
K + I. edulis 400

Nota. Volume final completado com agua

Caldo método
tradicional (mL)

1
1
1
1
1

1

Extrato de
1. edulis (mg)

0
50
100
200
300
400

Sacarose

(9)
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

(mL)
10
10
10
10
10
10

Volume final

O processo de fermentacgéo foi interrompido mediante congelamento a -20 °C (Kallel

et al.,, 2012) nos dias 0, 7, 10, 14 e 21 para a realizacao dos experimentos. Todos 0s

fermentados foram produzidos em triplicata biolégica, totalizando 90 amostras

analisadas (6 concentracdes x 5 periodos de fermentacédo x 3 replicatas). Somente a

parte liquida de cada amostra foi submetida as analises descritas nos itens

subsequentes.

2.3 Caracteristicas organolépticas

Foram descritas as caracteristicas de cor, odor, sabor e aspecto (limpidez, turbidez e

presenca ou auséncia de membrana de celulose) dos fermentados obtidos segundo

o Instituto Adolfo Lutz (Zenebon, Pacuet, Tiglea, 2008).

2.4 Determinacdo de pH, acidez titulavel (AT) e solidos sollveis totais (SST)
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As andlises de pH e solidos soluveis totais foram realizadas utilizando-se,
respectivamente, pHmetro (Metron® modelo 827 pH Lab) e refratbmetro de bancada
(Abbé® com escala de refracdo de 1,300-1,72 nD de 0-95 °Brix modelo 2 WAJ). A
acidez titulavel (AT) foi determinada através de titulacdo com NaOH 0,01 M (Sigma®)
e expressa em g de acido acético por 100 mL de amostra. A razdo SST/AT foi
calculada dividindo-se o valor da leitura de SST pelos valores de AT. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com as técnicas descritas pelo Instituto
Adolfo Lutz (Zenebon, Pacuet, Tiglea, 2008).

2.5 Determinacao de polifendis totais

Foi utilizado método descrito por Krepsky et al (2012) adaptado. Em microplacas de
96 pocos e fundo transparente, foram transferidos 25 pL de amostra (diluida a 1:4) e
em seguida, nesta ordem, 10 puL de Reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 215 uL de
Na.CO; 10,6%. ApG6s 3 minutos, as leituras foram realizadas com o aplicativo
PhotoMetrix® em smartphone (Bock et al, 2020), utilizando a dgua como branco.
Todo o experimento foi realizado a temperatura ambiente e em baixa luminosidade.
A curva de calibracéo foi elaborada com acido galico (Sigma Aldrich®) (0,0015 -0,05

mg.mL™). Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (mg.mL™).

2.6 Determinacdao de flavonoides

O teor de flavondides foi determinado segundo Xu e Chang (2007) em
espectrofotdmetro FilterMax-5 Multi-Mode Microplate Reader® utilizando microplacas
de 96 pocos e fundo transparente. A cada poco foram transferidos 180 uL de
amostra (diluida a 1:30 e 1:60) e 15 pL de NaNO; 2,5 %. Apds seis minutos, foram
adicionados 15 pL de AICl; 10 % e, decorridos cinco minutos, foram adicionados 50
pL de NaOH 1M. Apos 10 minutos, realizou-se leitura no comprimento de onda de
415 nm, descontando os valores do branco (dgua) e do branco da amostra. Todo o
experimento foi realizado a temperatura ambiente e em baixa luminosidade. A curva
de calibracéo foi elaborada com quercetina (Sigma Aldrich®) (0,005-0,15 mg.mL™).
Os resultados foram expressos em equivalentes de quercetina (mg.mL™).
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2.7 Viabilidade celular in vitro

A atividade citotéxica dos fermentados foi determinada por meio do ensaio
colorimétrico MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio)
segundo Mosmann (1983). Foram transferidos fibroblastos L929 para a microplaca
de 96 pocos na concentracdo final de 7 x 10° celulas/mL para incubacédo. No dia
seguinte, as células foram expostas aos fermentados e submetidas a 24 horas de
incubacdo. Em seguida, foram adicionados 100 yL de MTT (1 mg/mL) a cada poco e
a placa foi incubada por 2 horas adicionais. Decorrido este tempo, foram
adicionados 100 yL de DMSO para a dissolucdo dos cristais de formasana. As
leituras foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm em especofotémetro
(Spectra Max 190, Sunnyvale, CA).

2.8 PCA (Principal Component Analysis)

PCA foi implementada no software Statistica v.10. Dessa analise, autovalores e
autovetores relacionados as novas coordenadas compostas dos PCs foram obtidas.
As novas coordenadas dos casos foram submetidas a um algoritmo k-means de
clustering. Os hiperparametros do algoritmo foram mantidos nos valores padréo do

pacote Scikit-learn (Pedregosa et al., 2011).

As superficies de resposta também foram obtidas com o auxilio do software
Statistica v.10. Os métodos de regressao proprios do programa foram usados para
obter tanto as superficies de resposta por minimos quadrados ponderados quanto o

modelo polinomial biquadratico para o teor de flavonoides.

2.9 Anélise estatistica

Os dados obtidos (com exceg¢do das caracteristicas organolépticas) foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) mediante o teste de Tukey a 5% (P <
0,05) de significancia para comparacdo das médias no software GraphPad Prism

versao 8.3.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas organolépticas

O fermentado de Kombucha obtido pelo método tradicional apresentou coloracéo
marrom clara ligeiramente avermelhada, aspecto turvo, odor acético, sabor acido e
presenca de membrana clara e homogénea a partir do dia 7. Com o decorrer do
tempo, foi perceptivel a intensificagdo do odor, da turbidez e do sabor acido, além de
maior espessura da membraba. Nao houve alteracdo de cor perceptivel a olho

desprovido de equipamento (Tabela 2).

Os fermentados de Kombucha com /. edulis apresentaram cor amarela ligeiramente
esverdeada (concentracdes menores) e mais inclinadas ao castanho (nas duas
maiores concentracdes). Também foi identificado odor acético, porém mais forte que
o dos fermentados do método tradicional (Tabela 2). O odor e o sabor também se
intensificaram com o passar do tempo e a cor ndo apresentou variacdes perceptiveis
a olho desprovido de equipamento. A membrana também se formou em todos os
fermentados com [ edulis a partir do dia 7. Apresentou-se um pouco mais
amarelada do que as dos fermentados tradicionais, de formato um pouco mais
irregular, mostrando-se mais espessa com o decorrer do tempo. As caracteristicas

organolépticas encontram-se sumarizadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas organolépticas do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis

Kombucha

(K)

K+ I. edulis
50

K+ I. edulis
100

K + I. edulis
200

K+ I. edulis
300

K+ I. edulis
400

Dia 0
Marrom
avermelhada
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente
Amarela
esverdeada
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente
Amarela escura
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente
Amarela escura
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente
Amarela acastanhada
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente
Amarela acastanhada
Limpido
Aromatico
Acido
Ausente

Dia7
Marrom
avermelhada
Pouco turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
esverdeada
Pouco turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
acastanhada/Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
acastanhada/Turvo
Acético
Acido
Presente

Dia 10
Marrom
avermelhada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
esverdeada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela acastanhada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela acastanhada
Turvo
Acético
Acido
Presente

Dia 14
Marrom
avermelhada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
esverdeada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela acastanhada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela acastanhada
Turvo
Acético
Acido
Presente

Dia 21
Marrom
avermelhada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
esverdeada
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela escura
Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
acastanhada /Turvo
Acético
Acido
Presente
Amarela
acastanhada/Turvo
Acético
Acido
Presente

Parametros

Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana

Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana

Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana
Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana
Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana
Cor
Aspecto
Odor
Sabor
Membrana
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3.2 pH, ACIDEZ TITULAVEL (AT) e SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (SST)

3.2.1pH

O maior valor de pH registrado foi 4,36 (K no dia 0) e o menor, 2,85 (K Inga 50 no
dia 10). No Kombucha (K) o pH inicial (dia 0) e final (dia 21) foram de 4,36 e 3,24,
respectivamente. Em K Inga 50, foram 3,43 (dia 0) e 2,98 (dia 21); em K Inga 100,
3,25 (dia 0) e 3,09 (dia 21); em K Ingé 200, 3,36 (dia 0) e 3,24 (dia 21); em K Inga
300, 3,52 (dia 0) e 3,36 (dia 21) e em K Inga 400, 3,47 (dia 0) e 3,23 (dia 21) (Tabela
3).

Em todos os fermentados analisados, o pH sofre reducao no sétimo dia. A partir do
décimo dia de fermentacdo o comportamento foi diferente para cada fermentado
obtido. No Kombucha tradicional (K), houve reducéo progressiva no dia 10, seguida
de estabilizagc&o até o final do experimento. No Kombucha de Ing& (K Ingéa 50, 100)
foi observada reducdo progressiva até o dia 14 seguida de estabilizacdo no dia 21.
No K Inga 200 ocorreu aumento progressivo do pH a partir do dia 10. No K Inga 300

e 400, ocorreu aumento do pH nos dias 10 e 14 e queda no dia 21 (Tabela 3).

Tabela 3. pH do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis

pH
Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha (K) 4,36+0,02a 3,91+0,03b 3,14+0,15c 3,20+0,02c 3,24+0,01c
K Inga 50 3,43+0,12a 3,36+0,01b 2,85+0,03d 2,97+0,02c 2,98+0,01c
K Inga 100 3,25+0,03a 3,14+0,01b 2,96+0,04d 3,09+0,01c 3,09+0,01c
K Inga 200 3,36+0,02a 3,04+0,01c 3,20+0,09b 3,09+0,11a 3,24+0,1b
K Inga 300 3,52+0,04a 3,03+0,07c 3,34+0,02b 3,36+0,02b 3,36+0,03b
K Inga 400 3,4740,01a 3,07+0,04d 3,34+0,02b 3,35+0,08b 3,23+0,07c

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

3.2.2 Acidez titulavel

O maior nivel de acidez titulavel foi atingido no dia 7 em todos os fermentados.
Houve declinio no dia 10 e novo aumento a partir do dia 14 para todos com excecéo

do K Ing4 300, cuja acidez também sofreu reducdo no dia 14 e sé aumentou
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novamente no dia 21. Dentre os fermentados produzidos, K Inga 400 apresentou 0s

maiores valores de acidez nos dias 7 e 21 (Tabela 4).

Tabela 4. Acidez titulavel (AT) do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /.

edulis

Acidez Titulavel

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha (K)  0,039+0,01c  0,085+0,02a 0,032+0,02d 0,040+0,01c 0,072+0,01b
KInga 50 0,029+0,01c  0,097+0,04a 0,019+0,01d 0,032+0,01bc 0,037+0,01b
K Inga 100 0,034+0,01c  0,101+0,01a 0,016+0,01d 0,033+0,01c 0,044+0,01b
K Inga 200 0,045+0,02c  0,133+0,01a 0,015+0,01d 0,033+0,04c 0,063+0,01b
K Inga 300 0,058+0,01b  0,102+0,01a 0,032+0,02c 0,019+0,01d 0,059+0,01b
K Inga 400 0,070+0,01b  0,182+0,01a 0,033+0,01c 0,065+0,01b 0,074+0,01b

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

3.2.3 Sdlidos soluveis totais (SST)

As variacdes de SST no decorrer do tempo foram distintas para cada fermentado
analisado. No Kombucha (K) houve queda até o dia 10, aumento no dia 14 e nova
gueda no dia 21. K Inga 50 e K Inga 300 apresentaram oscilagdes de SST até o dia
10, com queda progressiva a partir do dia 14. Em K Inga 100, ocorreu queda
gradativa do SST, mantendo-se igual nos dias 7 e 10, caindo mais no dia 14 e
permaneceu 0 mesmo no dia 21. K Ing4 200 somente apresentou reducdo de SST a
partir do dia 14, mantendo-se estavel no dia 21. Por sua vez, em K Ingé 400, houve

aumento no dia 7 e reducao progressiva nos tempos subsequentes (Tabela 5).

Tabela 5. Sodlidos soluveis totais (SST), expressos em °Brix, do Kombucha (método
tradicional) e do Kombucha com /. edulis

SST (°Brix)
Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha (K)  5,33%0,14a  4,50+0,00c  4,13+0,12d  4,75+0,00b  3,50+0,43e
KInga 50 4,75+0,00a  4,50+0,00b  4,70+0,17a  4,42+0,18b  4,25+0,00c
K Inga 100 4,83+0,14a  4,58+0,14b  4,75+0,00b  4,08+0,03c  4,25+0,00c
K Inga 200 5,33#0,29a  5,21+0,07a  5,33#0,14a  4,08+0,29b  4,70+0,52b
K Inga 300 5,75+0,00b  6,00+0,00a  5,85+0,16a  5,75+0,00b  5,50+0,00c
K Inga 400 6,00+0,00c  6,54+0,07a  6,33%0,14b  5,67+0,18d  4,33+0,15e

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).
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3.2.4 Relacdo SST/AT

Esse parametro sofreu oscilacdes diferentes para cada fermentado analisado. No
Kombucha (K) a relacdo SST/AT sofreu aumento, atingindo o apice no dia 7, e
apresentou declinio progressivo do dia 10 até o dia 21. K Inga 50 apresentou queda
progressiva de SST/AT até o dia 10, com estabilizacdo no dia 14 e nova queda no
dia 21. K Inga 100 apresentou declinio no dia 7, seguido de aumento nos dias 10 e
14 e estabilizacéo no dia 21. K Inga 200 apresentou valores de SST/AT reduzidos no
dia 7, com estabilizacdo no dia 10, reducdo no dia 14 e estabilizacdo no dia 21. Em
K Inga 300, a razdo SST/AT so sofreu alteragdo no dia 10 (aumento), seguido de
reducdo progressiva até o dia 21. K Ingad 400, por sua vez, mostrou reducao
progressiva de SST/AT até o dia 10, aumento no dia 14 (aproximando-se do valor do

dia 7) e nova queda no dia 21, atingindo seu menor valor (Tabela 6).

Tabela 6. Relagdo SST/AT do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis

SST/AT
Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha (K)  137,10+7,75b 164,12+10,16a  142,47+9,87b 118,61+7,67c 99,19+2,91d
KlInga 50 85,75+2,09a 52,07+1,85b 46,252 51c 45,38+1,23c 39,35+3,56d
K Inga 100 58,86+1,73c 35,94+0,37d 131,75%¥15,08b  245,45+18,38a  286,68+71,14a
K Inga 200 360,58+6,94a 186,32£37,01b  191,04+£8,048b  121,14+14,79c  139,44+27,61c
K Inga 300 123,32+12,35b  128,03+29,45b  300,26+18,80a  88,48+19,14c 48,91+6,28d
K Inga 400 116,60+13,52a  97,97+8,30b 74,85+8,24c 93,06+4,71b 58,64+5,77d

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

3.3 POLIFENOIS TOTAIS

No Kombucha (K) os niveis de polifendis totais se elevaram atingindo o apice no dia
7 (aumento de 14,28% em relacdo ao dia 0). K Ingd 50 ndo apresentou grande
oscilagdo no teor de polifendis no decorrer do tempo de fermentagdo. K Inga 100
apresentou niveis estaveis até o dia 14 e aumento no dia 21 (aumento de 20% em
relacdo ao dia 0). K Inga 200 apresentou niveis estaveis até o dia 10, com aumento
significativo no dia 14 (aumento de 14,28% em relacdo ao dia 0). Em K Inga 300, o

valores se mantiveram estaveis no decorrer do tempo. Ja em K Inga 400, os valores
28



se mantiveram estaveis até o dia 14 e sofreram aumento no dia 21 (aumento de
26,67% em relacéo ao dia 0) (Tabela 7).

Tabela 7. Polifendis totais do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com /. edulis

Polifenéis Totais (eq acido galico) mg/mL

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha (K)  0,12+0,01bc  0,14+0,01a 0,13+0,01ab  0,12+0,01b 0,11+0,00c
KInga 50 0,13+0,01a 0,13+0,01a 0,13+0,01a 0,07+0,01b 0,14+0,01a
K Inga 100 0,12+0,01b 0,12+0,01b 0,11+0,01b 0,11+0,01b 0,15+0,00a
K Inga 200 0,12+0,01b 0,11+0,01b 0,11+0,01b 0,14+0,00a 0,11+0,00b
K Inga 300 0,12+0,01ab  0,13+0,01a 0,13+0,01a 0,12#0,01ab  0,11+0,00b
K Inga 400 0,11+0,01c 0,12+0,01bc  0,13+0,01b 0,13+0,01b 0,15+0,00a

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

O tempo prolongado de fermentacdo (21 dias) acarretou aumento dos niveis de
polifendis totais especialmente para os fermentados com maior concentragdo do

extrato de Inga, conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para o teor de polifenois

em funcao do tempo de fermentagéo e da concentracdo do extrato de Inga.

3.4 FLAVONOIDES

O incremento nos flavondides foi superior nos fermentados com 1. edulis em relacao

ao Kombucha (K). No Kombucha (K) ocorreu aumento de 14,28% entre os dias O e
10, ao passo que esse aumento foi de 50,88% para K Inga 200, 59,62% para K Inga

300 e 56,63% para K Ingd 400. De todos os fermentados analisados, 0s que

apresentaram o maior teor de flavondides foram K Inga 300 e 400 (Tabela 8).

Tabela 8. Flavonoides do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha com 1. edulis

Kombucha (K)

K Inga 50

K Inga 100
K Inga 200
K Inga 300
K Inga 400

Flavondides (eq Quercetina) mg/mL

Dia 0
0,036+0,01b
0,013+0,00c
0,035+0,01ab
0,028+0,01e
0,042+0,01d
0,049+0,02¢

Dia 7
0,041+0,01a
0,013+0,00c
0,037+0,01a
0,045+0,01c
0,059+0,01c
0,084+0,02c

Dia 10
0,042+0,00a
0,016+0,01b
0,034+0,01b
0,057+0,00b
0,104+0,01a
0,113+0,00a

Dia 14
0,042+0,00a
0,024+0,01a
0,023+0,00c
0,088+0,00a
0,074+0,01b
0,079+0,00d

Dia 21

0,027+0,01c
0,023+0,01a
0,022+0,01c
0,035+0,01d
0,061+0,00e
0,098+0,00b
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Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

Os teores de flavonoides se comportaram de forma semelhante ao que foi

observado nos polifendis totais: tempos mais longos de fermentacdo e

concentracfes maiores do extrato de Ingé resultaram em fermentados com teores
de flavondides mais pronunciados. Isto estd demonstrado na Figura 4.

m\m | SAPDONEY

I >0.1

B <0.09
[ 1<0.07
[ ]<0.05
Il <0.03
Bl <0.01

Figura 4. Superficie de resposta obtida por um modelo polinomial quadratico (R2=0,75) para o teor de
flavondides em funcao do tempo de fermentagéo e da concentragdo do extrato de Inga.

3.5 VIABILIDADE CELULAR in vitro

Os resultados encontram-se expressos na forma de percentual de células mortas.

Foram considerados citotéxicos os fermentados que apresentaram resultado

superior a 50%. Considerando-se a média, nenhuma amostra apresentou

citotoxicidade. De forma geral, ndo foi observada alteracdo da viabilidade celular no

decorrer do tempo de fermentacado. A Unica excecao foi K Inga 400 (Tabela 9).
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Tabela 9. Atividade citotoxica in vitro do Kombucha (método tradicional) e do Kombucha
com |. edulis. Dados apresentados como percentual de células mortas.

Kombucha (K)
Kombucha Inga 50
Kombucha Inga 100
Kombucha Inga 200
Kombucha Inga 300
Kombucha Inga 400

Nota. Dentro de cada linha, as médias com letras diferentes diferem entre si (p < 0,05).

3.6 PCA

Dia 0
-57,59+20,81a
28,65+39,62a
33,83+£23,55a
30,15+27,23a
-3,61+5,00a
-45,19+64,68b

% Citotoxicidade

Dia7 Dia 10
17,44+28,15a 13,83+4,90a
-32,48+18,19%a 9,32+11,11a

-0,90+23,96a
47,67+7,25a
11,58+17,28a
34,14+41,27ab

19,85£17,56a
13,16+17,45a
33,91+52,94a
68,65+16,20a

Dia 14
18,19+30,61a
12,97+21,26a
12,48+20,70a
23,48+40,10a
10,72+18,13a
21,84+37,61ab

Dia 21
-14,89+13,17a
-9,85+7,63a
-28,95+33,88a
-45,19+93,22a
-5,64+71,33a
-43,38+121,57b

A decomposicdo em componentes principais (PCs) gerou um subespaco vetorial em
R3 capaz de explicar 71,6% da variancia do conjunto global, originalmente com oito

dimensdes. Para a analise dos fatores, a Figura 5 apresenta a representacdo no

subespaco dos trés primeiros PCs e a Tabela 10 mostra as coordenadas de cada

um separadamente.
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Figura 5. PCA para os fatores envolvidos.
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Tabela 10. Coordenadas para os fatores projetados nos 3 PCs.

PC1 PC2 PC3
Ingd / mg -0.900944 0.082285 0.253677
Tempo / dia 0.216530 -0.111610 0.860880

Polifendis / mg/mL -0.076127 -0.150763 0.389007
Flavonoides / mg/mL -0.805866 0.195999 0.385633

BRIX -0.852229 0.268514 -0.249213
pH -0.191016 0.028046 -0.595467
AT -0.451594 -0.802765 -0.109329

SST/AT 0.122922 0.947281 0.057138

Houve a separacao praticamente total de todos os fatores, exceto pelo relativo

agrupamento do contetdo de Inga com o teor de flavondides. Isto significa que é

possivel estabelecer uma relacdo entre a concentracdo do extrato de Inga e o teor

de flavondides, o que ndo foi possivel com os demais fatores. Para casos

observados, aplicou-se a técnica de aprendizado de maquina k-means para tentar

agrupar (clustering) os dados em cinco grupos (para observar se haveria
agrupamento respeitando os cinco tempos de fermentagcédo e/ou as cinco massas de

inga utilizadas).
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PC1 1T 5 =0

Figura 6. PCA para os fatores envolvidos. Cada cor representa um grupo obtido por k-means



A Figura 6 demonstra que néo ocorreu segregacao significativa dos casos em cinco
grupos homogéneos (por exemplo, os grupos em vermelho e verde-claro séo menos

populosos que o0 em bege), como seria 0 esperado caso houvesse separagdo por
tempo de fermentacdo e/ou por contetdo de Inga.
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4 DISCUSSAO

As caracteristicas organolépticas e o pH sao indicativos de que o equilibrio
simbidtico foi mantido (Teoh, Heard, Cox, 2004; Nummer, 2013), o que foi
constatado durante todo o tempo de fermentacdo nas amostras analisadas. Além
disso, mostram que o extrato etandlico das folhas de I. edulis € um substrato

adequado para fermentacao.

A reducéo progressiva do pH, assim como a maior intensidade do odor avinagrado
sdo sinais de que o processo de fermentacdo se manteve ativo. No inicio do
processo de fermentacao, as leveduras produzem as enzimas invertase, que clivam
a sacarose em glicose e frutose (May et al., 2019). Estes sdo convertidos em &cidos
organicos, gas carbodnico e etanol pelas leveduras (Dimidi et al., 2019). O etanol &
posteriormente oxidado pelas espécies de BPAC, resultando na producdo de acido
acético. As BPAC também utilizam a D-glicose na sintese de celulose e do &cido

glicurénico (Marsh et al., 2014).

O sabor azedo caracteristico da bebida é oriundo da formacao de acidos organicos,
em especial os acido acético, glicurdnico e glicbnico. Quanto maior o teor de acido
aceético mais intenso e desagradavel serd o sabor, ao passo que o acido glicurénico
e o0 acido latico proporcionam um sabor mais equilibrado e agradavel (Jayabalan et
al., 2014; Kallel et al., 2012). Um periodo de fermentacdo entre 7 a 10 dias origina
uma bebida de acidez equilibrada e refrescante. Ja as fermentagbes mais
prolongadas resultam em uma bebida com sabor avinagrado (Chu & Chen, 2006), o

gue também foi observado em nosso estudo.

A acidez tem a funcao primordial de evitar o crescimento de outros microrganismos
no Kombucha, sendo um importante parametro de qualidade da bebida (Loncar et
al., 2006). No entanto, a fermentacdo durante periodos muito longos causa uma
deterioracdo do Kombucha, bem como uma reducao significativa do seu pH, devido

ao acumulo excessivo de acidos. Valores de pH inferiores a 2,5 podem apresentar
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efeito toxico e tornam a bebida impropria para o consumo (Amarasinghe,
Weerakkody, Waisundara, 2018). A recomendacao do FDA é de que o valor de pH
seja superior a 2,5 (ap6s 7 dias de fermentacéo) e igual ou inferior a 4,6 no inicio do
processo de fermentacdao (Nummer, 2013). Todas as amostras analisadas no
presente estudo apresentaram pH dentro dessa faixa, indicando que foram

preparadas de maneira adequada e segura.

Os valores de pH inicial (dia 0) e final (dia 21) do Kombucha (K) foram de, no
maximo, 4,36 e, no minimo, 3,24, respectivamente. Houve menor variacao do que a
relatada por Kallel et al (2012) cujo fermentado a base de cha preto teve pH de 5,5
(dia 0) e de 2,6 ao final de 15 dias de fermentacdo. Os maiores e menores valores
de pH dos fermentados com /. edulis se comportaram de forma mais semelhante aos
relatados por esses autores (Kallel et al, 2012). Amarasinghe, Weerakkody,
Waisundara (2018) relataram valores de 5,6 (dia 0) e 3,6 (dia 7) com pequeno

aumento ao terceiro dia e queda progressiva nos dias seguintes.

A diferenca referente a pH entre as amostras analisadas e outros estudos sobre
Kombucha reside no fato de ter ocorrido aumento apds o dia 10 e o dia 14 em
algumas amostras ao invés de uma reducdo progressiva, 0 que seria esperado. O
Kombucha é considerado uma matriz complexa (Dimidi et al., 2019) e a adi¢do do
extrato de [. edulis pode ter ocasionado mudancas na interagcdo entre 0s
microrganismos e entre os compostos formados. Ha necessidade de mais estudos a

fim de compreender tais mecanismos.

O é&pice dos niveis de AT foi atingido no dia 7 em todos os fermentados. Trata-se
possivelmente do momento de maior atividade das BPAC, as principais
responsaveis pela producdo dos acidos organicos (Jayabalan et al., 2014; Soto-
Vilarreal et al., 2018). Resultados semelhantes foram relatados por (Chu & Chen,
2006; Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan, 2007)

As oscilacdes da AT nos dias posteriores, como a queda no dia 10 e novo aumento
no dia 14 (exceto para Inga 300) e no dia 21 (Inga 400) relatadas por esse trabalho

ndo foram encontradas até entdo descritas na literatura cientifica. A maioria dos
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estudos analisa os dias 7 e 14 ou compara o dia 0 com o dia 21, ndo apresentando
os resultados de forma integral. Possivelmente tais variacdes representam ciclos de
atividade dos microrganismos presentes no Kombucha ou de interacdes entre 0s

compostos e merecem ser estudadas com maior profundidade.

O pH e a acidez titulavel (AT) se apresentaram inversamente proporcionais. Isso
pode ser explicado pelos métodos utilizados para mensura-los. O pH consiste na
medida do potencial hidrogenibnico, ou seja, dos ions H* livres no meio. Os &cidos
organicos presentes nos fermentados sdo fracos. Ja a AT foi mensurada através da
titulacdo com NaOH, uma base forte que reage com os diversos acidos presentes
nas amostras. Dai a maior oscilacdo dos valores de AT em relacdo aos de pH
(Zebebon, Pacuet, Tiglea, 2008). Outra possivel razado para a menor variagdo de pH
em relacdo a AT é o efeito tampao decorrente da presenca dos acidos organicos e

seus respectivos sais (Neffe-Skocinska et al., 2017).

Os valores dos soélidos soluveis totais (SST) representam a medida indireta da
guantidade de acucares nas amostras (Zebebon, Pacuet, Tiglea, 2008). Os niveis de
SST nas amostras analisadas variou de 4,13 a 6,54 °Brix, 0 que representa um baixo
teor de acucares. Para efeito comparativo, bebidas acucaradas como sucos
industrializados prontos para o consumo apresentam em média 8 a 13 °Brix e sucos
concentrados, teor de 55 a 66 °Brix (Cavalvanti AL et al., 2006). Os dados s&o
compativeis com o sabor do Kombucha, notavelmente mais acido do que doce. No
estudo conduzido por Amarasinghe, Weerakkody, Waisundara (2018) a variacdo de
SST foi maior: de aproximadamente 4 para 2,1 °Brix em 7 dias de fermentagdo, com
estabilizacdo nos dias subsequentes até o final de 8 semanas de fermentacao.

As variacoes de SST no decorrer dos dias de fermentacdo nao foram pronunciadas
guando comparadas a AT e a outros estudos. Isso é provavelmente relacionado com
a atividade das espécies fungicas do Kombucha, que sintetizam enzimas invertases.
As invertases clivam a sacarose em glicose e frutose (May et al., 2019) utilizadas
pelas BPAC na sintese da membrana de celulose (Cottet et al., 2020). Logo, valores
relativamente estaveis de SST podem ser sinal de continua atividade das leveduras,
além da presenca de polimeros de agucares ainda soluveis.
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A razdo SST/AT € um parametro utilizado para avaliar a qualidade de alimentos e
bebidas e monitorar o processo de producdo. Representa, em termos de sabor, a
razao entre dulcor e acidez (Segtowick, Brunelli, Venturini, 2013). Quanto maior o
valor de SST/AT, mais doce o produto. Quanto mais baixo, mais acido. O Kombucha
€ notavelmente mais acido do que doce, o que pode ser demonstrado por esse
parametro. Enquanto os valores de SST ndo sofreram grande mudanca, os valores
de AT sofreram elevacdo atingindo o apice no dia 7, diminuindo a razdo SST/AT
evidenciando um processo de fermentacdo ativo. Nos dias posteriores, 0

comportamento foi inversamente proporcional ao dos niveis de AT.

As diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas entre os fermentados desse e de
outros trabalhos também podem ser decorrentes do tipo de acucar utilizado, da
gualidade do cha, do perfil microbiologico do SCOBY e das condicbes de
fermentacédo, tais como tempo e temperatura (Soto-Vilarreal et al., 2018; Cardoso et
al., 2020).

A presenca da membrana de celulose até o dia 21 é outro indicativo do bom
andamento do processo de fermentacédo, indicando a manutencao da simbiose entre
as bactérias e os fungos constituintes do Kombucha. Atribui-se a essa membrana as
funcdes de protecdo (na forma de barreira fisica) contra a colonizacdo por outros
microrganismos, além de impedir a evaporacdo do liquido (May et al, 2019). A
principal espécie responsavel pela producéo da celulose € Komagataeibacter xylinus

(Tan et al, 2012), além de outras BPAC tais como Acetobacter spp. e

Gluconacetobacter spp. (Cottet et al., 2020; Watawana et al., 2016).

Com o passar dos dias de fermentacéo, ocorre deplecao dos aglcares no meio e as
leveduras passam a sintetizar invertase em ritmo mais intenso. Estima-se que essas
leveduras consomem apenas 1% dos acUcares originarios da clivagem da sacarose.
Os acucares disponiveis sédo, entdo, usados pelas bactérias na producéo do filme de
celulose (Celiker & Gore, 2012). O aumento da espessura da membrana continua
até a sintese atingir seu limite. A partir desse momento, as bactérias apresentam

gueda importante de seu metabolismo em virtude da escassez de oxigénio (Czaja et
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al., 2006). Assim, as bactérias que permanecerem na fase liquida do meio de cultura
estardo em um estado dormente e poderéo ser reativadas e usadas como inoculo

em uma nova fermentacéo (Wolfe & Dutton, 2015).

Outra caracteristica importante é a coloragdo da membrana, que tem relacdo com a
presenca de contaminantes. A coloracdo escura € o sinal mais comum de
contaminagdo por microrganismos que ndo constituem o consércio simbiotico do
Kombucha (Malbasa et al., 2011). A falta de higiene durante o preparo do
fermentado é uma das causas de reacfes adversas (Coton et al., 2017). Como as
membranas de todas as amostras se mantiveram claras e com aspecto homogéneo,
pode-se afirmar que a técnica de manejo e assepsia dos utensilios para a producao

foi adequada e que ndo houve contaminacao.

Os polifendis sdo compostos que podem tratar e ou prevenir doencas em funcéo de
suas propriedades antioxidantes. A principal classe presente no Kombucha é a de
flavondides (cerca de 70% dos polifendis totais), com destaque para as catequinas
(epicatequina, epicatequinas galato, epigalocatequina e epigalocatequina galato)
(Sharma et al. 2018). Durante a fermentacao, os polifendis sdo modificados e uma
variedade de novos compostos é formada (Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan,
2007).

Os resultados do presente estudo referentes ao Kombucha (K) foram semelhantes
aos relatados por Kallel et al (2012): 0,11 mg.mL™ de polifendis totais no Kombucha
de cha preto no dia 0 e 0,12 mg.mL™ no dia 15 de fermentacdo. Em todos os
fermentados com I. edulis o aumento dos niveis de polifendis e flavondides foi

superior ao verificado no Kombucha (K).

Para ambos os compostos dotados de atividades bioldgicas (polifendis e flavondide),
o0 comportamento foi semelhante: teores maiores foram obtidos em tempos maiores
de fermentacdo e em elevadas concentracdes de Inga. Foi identificado aumento
progressivo durante todo o processo de fermentacao (21 dias). Cabe ressaltar que
aos 21 dias de fermentacdo, foi observada a deterioracdo das caracteristicas
organolépticas em especial no odor e no sabor. Isto dificulta a aceitagdo da bebida
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fermentada. Dessa forma, o limite de tempo para manter uma bebida mais palatavel
parece ser 14 dias no caso de fermentados de Kombucha com adicdo de extrato de

Inga.

No que diz respeito ao ensaio de viabilidade celular in vitro, os fermentados
produzidos ndo apresentaram efeitos citotéxicos. Assim como relatado por Cardoso
et al (2019) e Gaggia et al (2019), o Kombucha produzido a partir do ch& preto nao
mostrou efeito citotoxico. Os resultados do MTT dos fermentados com / edulis foram
semelhantes aos de Utoiu et al. (2018), que testou a fermentacdo secundéria de
Kombucha utilizando o pélen como substrato. Na pesquisa de Utoiu, os fermentados
com menores concentracdes de poélen (5 a 20 mg.mL™) resultaram em morte celular
de até 20%, o que também ocorreu nos fermentados com K Inga 50 (5 mg.mL™), 100
(10 mg.mL™), e 200 (20 mg.mL™),, especialmente a partir dos dias 7 e 10. Ja nas
maiores concentragdes de pdlen (acima de 20 mg.mL™) o percentual de morte foi
cerca de 63%. A Unica amostra de fermentados com /1. edulis que apresentou valor

proximo foi K Inga 400 no dia 10.

Os resultados de viabilidade celular dos fermentados de 1. edulis em concentracbes
mais baixas (K Inga 50, 100 e 200) também foram préximos aos relatados por Alves
(2019) que analisou o extrato das folhas dessa espécie sem fermentacdo. O extrato
bruto de /. edulis em concentragbes acima de 300 mostrou citotoxicidade in vitro o

gue nédo ocorreu nas amostras dos fermentados.

40



5 CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de . edulis € um potencial substrato para
fermentagbes a base de Kombucha tendo em vista que ndo foram observados
efeitos toxicos em analise preliminar e que o produto final apresentou caracteristicas
organolépticas compativeis com boa palatabilidade e seguranca. Tempos mais
longos de fermentacdo e concentracdes mais elevadas de /. edulis resultam em

maiores teores de polifendis e flavonoides.

Os achados desse trabalho sé&o encorajadores para futuros estudos acerca da
fermentacdo secundaria de kombucha com extrato etanélico das folhas de I. edulis
no intuito de compreender mais detalhadamente sua composi¢cdo quimica, bem

como elucidar os mecanismos envolvidos no processo de fermentacao.
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