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RESUMO

AZEVEDO, Leandro Nunes, M.Sc. Universidade Vila Velha — ES, outubro de 2020.
Fermentacao secundaria do Kombucha com a polpa de frutos do palmito
jucara (Euterpe edulis Martius): efeitos do tempo e da concentracdao na
qualidade do produto. Orientadora: Prof. Dra. Denise Coutinho Endringer.

O Kombucha é uma bebida que tem recebido ampla atencéo publicitaria e demanda
comercial. Ela apresenta uma sensac¢do acida, carbonada e levemente adocicada ao
paladar e é composta por uma simbiose de fungos, bactérias, acucar e,
tradicionalmente, o cha preto (Camellia sinensis), muito embora outros extratos
tenham sido fermentados. O objetivo desse estudo foi investigar a composicao
qguimica e as caracteristicas sensoriais da fermentacdo secundaria do Kombucha
com a polpa de frutos do palmito jucara (Euterpe edulis Martius). Foram feitas
fermentaces com a adicdo de 50, 100, 200, 300 e 400mg da polpa do fruto da
jucara e recolhidas amostras no inicio, 7°, 10°, 14° e 21° dias de fermentacédo. A
seguir foram conduzidas a analise organoléptica, de pH, acidez titulavel, soélidos
sollveis totais, determinacéo de polifendis e flavondides, ensaio de citotoxicidade in
vitro, a Analise de Componentes Principais (PCA) e das superficies de resposta.
Foram constatadas a reducao de pH, dos solidos soluveis totais e dos flavondides, o
aumento da acidez titulavel, da quantidade de polifenéis com o tempo de
fermentacdo. Além disso, a fermentacdo ndo prejudicou a viabilidade celular nos
ensaios de MTT e a superficie de resposta demonstrou maior concentracdo de
polifendis em tempos de fermentacédo e concentracdes maiores da polpa dos frutos
da Jucara.

Palavras-chaves: Probidticos; Alimento fermentado; Caracteristicas Fisico-quimicas



ABSTRACT

AZEVEDO, Leandro Nunes, M.Sc. Vila Velha University - ES, October 2020.
Secondary fermentation of Kombucha with the pulp of the jucara palm fruit
(Euterpe edulis Martius): effects of time and concentration on product quality.
Advisor: Prof. Dra. Denise Coutinho Endringer.

Kombucha is a beverage with wide marketing and commercial demand. It has an
acidic, carbonated and slightly sweet taste and is composed of an association of
fungi, bacteria, sugar and traditionally black tea (Camellia sinensis), although other
extracts have been fermented. The objective of this study was investigating the
chemical composition and sensory characteristics of secondary fermentation of
Kombucha with the fruit pulp of Jucara palm (Euterpe edulis Martius). Fermentations
were made with 50, 100, 200, 300 and 400 mg of Jucara fruit pulp, and samples
were collected at the beginning, 7th, 10th, 14th and 21st days of fermentation.
Organoleptic analysis, pH, titratable acidity, total soluble solids, determination of
polyphenols and flavonoids, in vitro cytotoxicity assay, principal component analysis
(PCA) and response surfaces analysis were performed. There was a decrease in pH,
total soluble solids and flavonoids, an increase in titratable acidity and in polyphenols
with fermentation time. In addition, fermentation did not impair cell viability in MTT
assays and response surface analysis showed a higher concentration of polyphenols
in higher fermentation times and concentrations of the pulp of Jucara’s fruits.

Key words: Probiotics; Fermented food; Physicochemical characteristics
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo € um método milenar de conservacdo alimentar e ultimamente tem
atraido os consumidores devido as suas propriedades probidticas e efeitos benéficos
para a saude humana (MARCO e colab., 2017). Dentro desse escopo estdo 0s
probiéticos que séo alimentos, produtos ou preparacdes que contém microrganismos
viaveis que modulam a microbiota hospedeira e tém efeitos biolégicos positivos
conhecidos, tais como competicdo com bactérias patogénicas (DERRIEN e VAN
HYLCKAMA VLIEG, 2015), producdo de peptideos bioativos e poliamidas com
potencial efeito cardiovascular, imunitario e metabdlico (PESSIONE e
CIRRINCIONE, 2016).

Uma das bebidas fermentadas mais tradicionais é o Kombucha, cuja origem
remonta ao periodo de 220 a.C na regido da Manchuria, noroeste da China, tendo
se disseminado para o Japao em 414 d.C. como um elixir (KALLEL e colab., 2012)
e, posteriormente, para as rotas de comércio com a RuUssia e a Europa Oriental
(JAYABALAN, Rasu e colab., 2014) . Sua disseminacdo mundial ocorreu apos a
Segunda Grande Guerra e nos dias atuais tém ganhado grande popularidade
(BASCHALI e colab., 2017).

O Kombucha é uma bebida é&cida, carbonada e levemente adocicada formada por
uma mistura de bactérias, fungos, cha (Camellia sinensis) e acucar (LIU e colab.,
1996), sendo composta por uma pelicula de celulose contendo uma cultura
simbidtica de bactérias e leveduras denominada SCOBY e o caldo liquido
fermentado (HAUSER, 1990). O substrato tradicional para o cultivo é o cha-verde ou
cha preto adocado com 5-8% de sacarose, ao qual o SCOBY ¢é adicionado e
deixado fermentar por 7 dias (KANURIC e colab., 2018) . Ao caldo resultante da
fermentacdo tradicional, também podem ser adicionados outros substratos para uma

fermentacdo secundaria.

A composicdo microbiologica do SCOBY é variada, alguns autores demonstram a
presenca de diversas bactérias, destacando-se as dos géneros Gluconacetobacter,

Gluconobacter, Oenococcus e Lactobacillus (COTON e colab., 2017) e por
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leveduras, predominando as Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala e
Hanseniaspora valbyensis; e outras secundarias: Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces bayanus e Torulapsora delbrueckii (COTON e colab., 2017). Em
relagdo a composicdo quimica diversas substancias com propriedades bioativas
foram identificadas, com énfase em compostos fendlicos. Estes representam o
principal grupo de antioxidantes presentes no Kombucha e sdo responsaveis por
algumas das propriedades terapéuticas da bebida. Entre os compostos fendlicos
presentes no Kombucha do cha da Camellia sinensis estdo os flavondides,
especialmente as catequinas (Figura 1) (JAYABALAN, R. e colab., 2007). No
entanto, a bebida ainda apresenta outros compostos fundamentais como o acido
glucurénico e o acido acético. O acido glucurdnico tem sido estudado por suas
propriedades destoxificantes e de protecdo hepatica (HYUN e colab., 2016), e o
acido aceético pela sua atividade antimicrobiana (LEAL e colab., 2018).

oo g &

CH CH
Catechin (C) Epicatechin (EC) Gallocatechin (GC)

*@3?3 ”‘:ml%; *m?@

CH CH
CH CH

Epigallocatechin (EGC) Catechun gallate (CG) Epicatechin gallate (EC ('}

gl gt

CH CH
Gallocatechin gallate (GCG) Epigallocatechin gallate (EGCG)

Figura 1. Estruturas dos constituintes quimicos presentes no Kombucha

Fonte: Imagem retirada do site Catequinas (https://catequinas.weebly.com/)
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Muitos outros estudos também investigaram os efeitos benéficos do Kombucha,
como a hepatoprotecdo (BHATTACHARYA e colab., 2011), o efeito hipoglicemiante
(ZUBAIDAH e colab., 2019), atividade a antioxidante (BHATTACHARYA e colab.,
2013) , o efeito antidislipidémico (YANG, Zhi-Wei e colab., 2009), o tratamento das
Ulceras gastricas (BANERJEE e colab., 2010), a melhora da resposta imune (SAl
RAM e colab., 2000) , destoxificante hepatico (LONCAR e colab., 2000) , a reducdo
da artrite, aterosclerose, distirbios metabdlicos e problemas inflamatorios
(JAYABALAN, Rasu e colab., 2014), além de efeitos terapéuticos no tratamento do
cancer (JAYABALAN, Rasu e colab., 2014).

A fermentacdo secundéria também tem sido utilizada como forma de modificar a
composicao e a atividade terapéutica de alguns extratos, como a Salacca zalacca,
uma palmeira nativa de Java e Sumatra na Indonésia, que resultou no aumento de
guantidade do acido acético com atividade inibitéria de bactérias Gram-positiva
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Escherichia coli), no aumento da
atividade antioxidante mensurada pelo teste de atividade de scavenging do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e no aumento de conteudo fendlico, de taninos e
flavondides (ZUBAIDAH e colab., 2018b).

A Euterpe edulis Martius é uma palmeira nativa da floresta Atlantica, distribuida ao
longo da costa atlantica brasileira até a Argentina, conhecida popularmente como
jucara (ou jussara). O palmito da palmeira jucara é visto economicamente como uma
iguaria, tendo se tornado o segundo produto ndo-madeireiro mais exportado da
Floresta Atlantica (SCHULZ e colab., 2016). Essa exploracdo contribuiu com a
degradacdo ambiental e a quase destruicdo da espécie (SCHULZ e colab., 2016).
Por essa razdao, o consumo alternativo do fruto da jucara, com adicdo de valor
nutricional, ambiental e econdmico, tornaria a exploracdo sustentavel, j& que
preservaria a planta (DA SILVA CAMPELO BORGES e colab., 2011; SCHULZ e
colab., 2016).

O fruto dessa palmeira contém compostos bioativos como antocianinas, flavonoides
e acidos fendlicos relacionados a uma potente atividade antioxidante(YANG, Chung
S. e colab., 2009), até melhor do que aquela da E. oleracea (SCHULZ e colab.,
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2016). Diversos estudos das frutas da jucara tém demonstrado os efeitos
antioxidantes in vitro (BICUDO e colab., 2014; SCHULZ e colab., 2015, 2016) e in
vivo (CARDOSO, Alyne Lizane e colab., 2015). Estudos do nosso grupo
demonstraram atividade nefroprotetora (CARDOSO, Priscylla Maria Martins e colab.,
2020) de frutos de E. edulis, e quimiopreventiva de cancer (BARROSO e colab.,
2019) e atividade anti-oxidante (MAZUCO e colab., 2018).

A procura por bebidas fermentadas estd aumentando entre os consumidores na
medida em que esses as percebem como um método importante de conservacao
dos alimentos que pode, também, trazer beneficios a saude (CARDOSO, Rodrigo
Rezende e colab., 2020; IVANISOVA e colab., 2020). O Kombucha, como bebida de
cha fermentada, € consumido n&o s6 na Asia, mas em outros paises cuja ingestio
se torna cada vez mais frequente. Seu preparo se da principalmente a partir do cha
preto, mas outras formas de fermentacdo secundaria estdo cada vez mais
disponiveis. Apesar de encontrarmos referéncias na literatura sobre a composicao
fisico-quimica e atividade antioxidante de preparo tradicional, ndo existem estudos
suficientes sobre outros tipos de preparacbes secundarias. E por esse motivo que o
nosso estudo incluiu uma fermentacdo com um fruto rico em polifendis, cujo
composicado e potencial antioxidante pode variar segundo a quantidade da polpa

adicionada e o tempo de fermentagéao.

Esse estudo tem por objetivo investigar a possibilidade de aplicacdo de diferentes
guantidades da polpa dos frutos da Euterpe edulis Martius na producédo de bebidas
Kombucha com diferentes tempos de fermentacdo com o objetivo de adquirir

conhecimentos sobre a composicao fisico-quimica e as caracteristicas sensoriais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Polpa dos frutos de Euterpe edulis Martius

Os frutos de E. edulis Martius foram doados pelo Sitio dos Palmitos, propriedade
situada no municipio de Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil. A polpa foi
produzida segundo método descrito pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (MATTA e colab., 2005). Os frutos foram prensados manualmente com
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o0 minimo de agua (cerca de 3 mL para cada g de fruto), separados das sementes e
a pasta obtida foi filtrada para remocéo de residuos de fibra e casca. Numero de
cadastro no Sisgen N° AF1F18D.

2.2 Kombucha

2.2.1 Primeira fermentacao (método tradicional)

O produto fermentado foi produzido segundo as especificagcbes do Food and Drug
Administration (FDA) (NUMMER, 2013). A infus&o foi obtida a partir da mistura do
cha preto (Camelia sinensis) obtido de um mercado local (15¢/L) e a sacarose (5%
p/v). Apés o completo resfriamento, o cha foi inoculado com o Kombucha adquirido
da Fermentare Producdo e Comércio de Produtos Naturais Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil, e o processo ocorreu ao longo de 7 (sete) dias em temperatura de 25+2 °C
em um pote de vidro sem tampa, envolto por um tecido de algodéo.

Segundo o fabricante, foram identificados alguns microrganismos na colonia de
Kombucha, dentre as bactérias: Acetobacter spp e Bacterium gluconicum, e as
espécies fungicas: Dekkera bruxellensis, Pichia

membraneafaciens, Zygosaccharomyces bisporus e Kluyveromyces marxianus.

2.2.2 Segunda fermentacéo

A fermentacdo secundaria foi obtida a partir da mistura de 50 a 400 mg da polpa de
E. edulis, conforme a Tabela 1. Foi empregado o método proposto por Zubaidah et
al. (ZUBAIDAH e colab., 2018a), que inclui 10% (v/v) do fermentado do Kombucha

tradicional e 5% (p/v) da sacarose.

Tabela 1. Delineamento da producio de Kombucha com Euterpe edulis Martius

Caldo método Polpa de Sacarose  Volume final
tradicional (mL) E. edulis s (mg) (g) (mL)
Kombucha (K) 10 0 0,5 10
K + E. edulis 50 1 50 0,5 10
K + E. edulis 100 1 100 0,5 10
K + E. edulis 200 1 200 0,5 10
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K + E. edulis 300 1 300 0,5 10
K + E. edulis 400 1 400 0,5 10

A fermentacéo foi interrompida através do congelamento (-20°C) das amostras nos
dias 0, 7, 10, 14 e 21(KALLEL e colab., 2012). Todas as amostras foram produzidas
em triplicata bioldégica e submetida as analises organoléticas e fisico-quimicas,
totalizando 90 unidades amostrais. Em todas essas andlises foi utilizada a fracao

liquida do produto fermentado.

2.3 Caracteristicas organolépticas

A cor, odor e consisténcia dos fermentados foram avaliadas e descritas segundo o
teste de caracteristicas sensoriais para Analise de Alimentos do Instituto Adolf Lutz
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4 Determinacgdo de pH, acidez titulavel (AT) e solidos sollveis totais (SST)

Empregando-se um pHmetro (Metron® modelo 827 pH Lab) foram realizadas as
andlises de pH e um refratdmetro de bancada (Abbé® com escala de refracdo de
1,300-1,72 nD de 0-95 °Brix modelo 2 WAJ), o teor de solidos sollveis totais (SST).
A acidez titulavel (AT) foi determinada por meio da titulagdo com NaOH 0,01 M
(Sigma®) e expressa em g de &cido acético por 100 mL de amostra. Também foi
calculada a razdo SST/AT pela divisao do valor da leitura de SST pelo valor de AT.
Os procedimentos foram executados segundo o Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

2.5 Determinacéo de polifendis totais

O método aplicado foi descrito por Krepsky et al (2012) adaptado (KREPSKY e
colab., 2012), que consiste em transferir 25 pL de amostra (diluida a 1:4) para
microplacas de 96 pocos e fundo transparente e logo a seguir, nesta ordem, 10 pL
de Reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 215 pL de Na,COs; 10,6%. ApoOs aguardar 3
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minutos as leituras foram feitas pelo aplicativo PhotoMetrix® em smartphone (BOCK
e colab., 2020). A agua deionizada foi utilizada como branco.

Todo o experimento foi conduzido em temperatura ambiente e em baixa
luminosidade. A curva de calibracdo foi obtida através do acido galico (Sigma
Aldrich®) em diferentes concentracées (0,15 — 0,50 mg.mL™). Os resultados foram

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

2.6 Determinacéo de flavondides

O teor de flavondides foi determinado segundo método descrito por Xu e Chang
(2007) (XU e CHANG, 2007). Foi utilizado um espectrofotdmetro FilterMax-5 Multi-
Mode Microplate Reader® utilizando-se de microplacas de 96 pocos e fundo
transparente. A cada poco foram transferidos 180 pL de amostra (diluida a 1:30) e
15 pL de NaNO, 2,5 %. ApoOs aguardar 6 minutos, foram adicionados, em cada poco,
15 uL de AICI; 10 % e logo apos 5 minutos, 50 pL de NaOH 1M. Ao final de 10
minutos, realizou-se leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 415
nm, descontando-se os valores do branco (agua) e do branco da amostra.

O experimento foi realizado a temperatura ambiente e em baixa luminosidade.

A curva de calibracéo foi obtida através da quercetina em diferentes concentragdes
(0,015 — 0,050 mg.mL™). Os resultados foram expressos em equivalentes de

quercetina (EQ) (mg.mL™).

2.7 Citotoxicidade in vitro - MTT

A citotoxicidade in vitro dos fermentados foi avaliada por meio de um ensaio
colorimétrico MMT, segundo descrito por Mosmann (1983)(MOSMANN, 1983).
Nesse método foram transferidos para incubacdo os fibroblastos 3T3 ou HEPA
hlclc7 para uma microplaca de 96 pocos na concentracdo final de 7 x 10°
células/ml. No dia subsequente, as células foram expostas aos fermentados e
submetidas a 24 horas de incubacdo. Logo em seguida foram titulados 100 pL de
MTT (1 mg/mL) em cada poco e a placa foi incubada por 2 horas. Apos este tempo
foram adicionados 100 yL de DMSO em cada poco para a dissolucéo dos cristais de
formasana. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm em

espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Sunnyvale, CA).
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2.8 Andlise de Componentes Principais (PCA)

O modelo PCA foi produzido a partir dos dados quantitativos das propriedades
fisico-quimicas das amostras de Kombucha. As informacfes foram implementadas
no software Statistica v.10. Dessa analise, por meio de autovalores e autovetores
foram obtidas novas coordenadas compostas das componentes principais (PCs).
Essas foram submetidas a um algoritmo k-means de clustering. Os hiperparametros
do algoritmo foram preservados nos valores padrdo do pacote Scikit-learn
(Pedrogosa et al., 2011), escrito em Python. Foram escolhidos 5 clusters para essa

analise.

2.6 Analise estatistica e matematica

Em relacdo as variaveis pH, acidez titulavel e soélidos soluveis totais, todas as
meédias e desvio-padrdes das triplicatas das amostras foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% (p < 0,05) por meio do software GraphPad
Prism verséo 8.3.

Para o teor de polifendis totais e flavondides, a comparacao estatistica foi realizada
atraveés da construcao de intervalo de confianca pelo teste t de Student com 95% de
confianca, realizado pelo software Excel. Os valores sobrepostos de intervalos de
confianga denotam conjuntos estatisticamente iguais, enquanto os valores disjuntos,

conjuntos estatisticamente diferentes.

As superficies de resposta foram obtidas com o software Statistica v.10. Os métodos
de regressdo proprios do programa foram utlizados tanto para obtencdo das
superficies de resposta por minimos quadrados ponderados, quanto para o modelo

polinomial biquadratico para o teor de flavonoides.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas Organolépticas do Kombucha de Jucara

O fermentado de Kombucha de ch& preto apresentou, no inicio, aparéncia liquida

com a presenca de uma fina pelicula acastanhada, quase transparente. A partir do
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sétimo dia, uma cor marrom-avermelhado, odor acético, sabor levemente acido e
agradavel. Com o decorrer do tempo de fermentacéo, foi notada uma intensificacao
do odor e do sabor avinagrado, além do espessamento da pelicula e coloracdo mais
acastanhada do liquido (Tabela 2).

As amostras do Kombucha com E. edulis apresentaram cor violeta clara (Tabela 2).
Também foi identificado odor aromatico a partir do sétimo dia de fermentacéo, que
se intensificou na medida em que o tempo progrediu. O sabor foi acético (7° e 10°
dia), até avinagrado nos tempos de fermentacdo maiores (14° e 21° dia). Notou-se a
formacdo de uma pelicula em todas as amostras, apresentando cor avermelhada,
diferente daquela dos fermentados do Kombucha de cha preto. Essa também se
espessou conforme o tempo de fermentacdo progrediu, compostas de varias

camadas sobrepostas (Tabela 2).
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Tabela 2. caracteristicas Organolépticas de Kombucha e Euterpe edulis

0 7

Kombucha (K) Marrom-avermelhada Marrom-avermelhada

Aromatico Acético
Neutro Acido
Ausente Presente
K + I. edulis 50 Violeta claro Violeta claro
Aromatico Aromatico
Neutro Levemente acido
Ausente Presente
K + I. edulis 100 Violeta claro Violeta claro
Aromatico Aromatico
Neutro Levemente acido
Ausente Presente
K + I. edulis 200 Violeta claro Violeta claro
Aromatico Aromatico
Neutro Levemente acido
Ausente Presente
K + I. edulis 300 Violeta escuro Violeta claro
Aromatico Aromatico
Neutro Levemente acido
Ausente Presente
K + I. edulis 400 Violeta escuro Violeta claro
Aromatico Aromatico
Neutro Levemente acido
Ausente Presente

10

Marrom avermelhada
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Aromatico
Levemente Acido
Presente
Violeta claro
Aromatico
Levemente acido
Presente
Violeta claro
Aromatico
Levemente acido
Presente
Violeta claro
Aromatico
Levemente acido
Presente
Violeta claro
Aromatico
Levemente acido
Presente

14

Marrom avermelhada
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente

21

Marrom avermelhada
Acético
Muito acido
Presente
Violeta claro
Acético
Muito acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente
Violeta claro
Acético
Acido
Presente

Parametros

Cor
Odor
Sabor

Pelicula

Cor
Odor
Sabor

Pelicula

Cor
Odor
Sabor

Pelicula

Cor
Odor
Sabor

Pelicula

Cor
Odor
Sabor

Pelicula

Cor
Odor
Sabor

Pelicula
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3.2 pH, Acidez Titulavel (AT) e Sdlidos Sollveis Totais (SST)

3.2.1pH

A andlise dos valores de pH evidenciou uma reducdo em todas as amostras
conforme o tempo da fermentacdo avancou. A diminuicdo maxima desse parametro
foi observada no 7° dia do Kombucha da Jugara 400, com o valor de 2,88 (Tabela 3).
Conforme o tempo de fermentacdo aumentou os valores de pH reduziram de modo
estatisticamente significativo nas diversas formulacées, quando comparamos o 7°

dia ao 21° dia de fermentacé&o, exceto o Kombucha de Jucara 400 (Tabela 3).

Tabela 3 - valores de pH de Kombucha ao longo do tempo de fermentacio e de diferentes
concentragoes

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
K Cha Preto 4,36%0,03, 3,91+0,03, 3,14+0,15, 3,20+0,02, 3,24+0,01,
K Jucara 50 3,93+0,11, 3,96+0,05, 2,74%0,20, 2,91+0,03; 2,97+0,02,
K Jucara 100 4,06%0,04, 3,98+0,02, 2,85+0,06y 2,95+0,05; 2,95+0,04,
K Jucara 200 3,43+0,12, 3,19+0,10; 2,90+0,02, 2,91+0,05, 2,91+0,02.
K Jucara 300 3,52+0,08, 3,21+0,02, 2,80+0,05, 2,87+0,04, 2,82+0,02,
KJucara 400 3,70+0,02, 2,88+0,01, 2,750,054 2,79+0,00, 2,79+0,03;

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

3.2.2 Acidez Titulavel

Neste estudo, o Kombucha de cha preto (tradicional) apresentou um aumento do
conteudo de &cidos totais do dia zero de fermentacéo para o dia 7, em seguida uma
reducao do 7° para o 10° dia e um aumento progressivo nos tempos posteriores (14
e 21 dias). A quantidade de acidos totais no 21° dia de fermentacao foi maior do que
a do dia 0, porém menor do que a do dia 7 (Tabela 4).

O mesmo comportamento ocorreu com os diferentes grupos do Kombucha de
Jucara, sendo encontrada a maior acidez no sétimo dia de fermentacdo do
Kombucha de Jucara 200 e no vigésimo primeiro dia do Kombucha de Jucara 400
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Acidez Titulavel das amostras do Kombucha (g/100 ml)

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
KChaPreto 0,039+0,003, 0,087+0,003, 0,032+0,003. 0,040+0,005, 0,072+0,000,
K Jucara 50 0,026+0,002, 0,029+0,002, 0,010+0,001, 0,018+0,003, 0,026+0,003,
KJucara 100 0,024+0,001, 0,035+0,002, 0,013+0,0014 0,018+0,002. 0,023+0,002,,
KJucara 200 0,028+0,002, 0,052+0,001, 0,014+0,001, 0,024+0,0005, 0,028+0,002,
KJucara 300 0,023+0,0024 0,062+0,004, 0,017+0,002. 0,032+0,001. 0,036+0,000,
KJucara 400 0,030+0,003. 0,097+0,005, 0,022+0,0014 0,036+0,003, 0,041+0,004,,

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

3.2.3 Sdlidos Solaveis Totais (SST)

A analise refratométrica dos sélidos sollveis totais apresentou uma reducdo dos
graus Brix ao longo do tempo na fermentacdo em todas as amostras entre os dias 0-
14 (Tabela 5), exceto o Kombucha de Jucara 200, e uma elevacgao entre o dia 14-21

de fermentacéo, exceto o Kombucha de Cha Preto.

Tabela 5 - sélidos Soltiveis Totais das amostras de Kombucha

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
K Cha Preto 5,330,140, 4,50+0,001, 4,50+0,001, 4,50+0,001, 3,50+0,001,
K Jugara 50 4,25+0,001, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 3,50+0,001,
KJucara 100  4,25+0,001, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 3,50+0,001. 3,8310,29,
KJucara200  4,23+0,015, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 3,25+0,050., 3,67+0,14,
KJucara300  4,24+0,001, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 3,50+0,001. 4,00+0,001,
KJucara400  4,23+0,015, 4,00+0,001, 4,00+0,001, 3,50+0,0014 3,83+0,140,

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

3.3 Polifendis totais

Uma vez que as caracteristicas organolépticas das amostras para os tempos de
fermentacdo acima de 14 dias as tornaram pouco palataveis para consumo humano,
compararam-se 0s teores de polifendis para diferentes massas de jucara nos

tempos 7 e 14 dias. A tabela 6 demonstra os intervalos de confianca para polifendis.

Tabela 6 - comportamento de polifenéis (mg/mL) para as diferentes massas de jucara no sétimo e décimo

quarto dias
7 dias 14 dias
Massa de Valor inferior do Valor superior Valor inferior do Valor superior do
jucara / mg intervalo do intervalo intervalo intervalo
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0 0,092 0,151 0,098 0,145

50 0,113 0,123 0,130 0,133
100 0,129 0,135 0,118 0,186
200 0,130 0,137 0,149 0,156
300 0,139 0,147 0,152 0,159
400 0,124 0,155 0,168 0,181

Os teores de polifendis dentro do mesmo tempo de fermentacdo apresentaram dificil
discriminacdo pela grande variancia dos dados, especialmente das fermentacdes
com o cha tradicional e com 400 mg de jucara em 7 e 14 dias, e da fermentacao

com 100 mg de jucara em 14 dias.

Se fixado o tempo de fermentacdo em 7 dias, o cha com 50 mg de jucara
apresentou um contetdo de polifendis inferior aos demais. Além disso, o cha com
300 mg de Jucara evidenciou um teor de polifendis estatisticamente superior aos
daqueles com 100 mg e 200 mg. N&o foi possivel segregar as fermentacées com
cha tradicional e com 400 mg de jucara dos demais, pela grande dispersao de dados

observada.

Se fixado o tempo de fermentacdo para 14 dias, o chd com 50 mg de jucara
apresentou o menor teor de polifendis, quando comparado aos demais. A
fermentacdo com 400 mg de jucara apresentou, estatisticamente, o melhor contetdo
de polifendis, mas ndo pode ser diferenciado do cha com 100 mg, ja que o intervalo
de confianca desse é muito amplo e estatisticamente indiferenciavel de todos os

outros.

Quando analisado dentro das mesmas massas de jucara, mas com tempos de
fermentacdo diferentes, houve uma tendéncia de todos os chas de Jucgara a
apresentarem um maior teor de polifendis apds 14 dias de fermentacédo. A excecao
foi o cha com 100 mg de jucara que evidenciou dados muito dispersos, dificultando a

analise estatistica rigorosa.
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3.4. Flavonoides Totais

Da mesma forma que para os polifendis, em que os tempos de fermentacdo acima
de 14 dias tornam o produto pouco palatavel para consumo humano, compararam-
se os teores de flavonoides para diferentes massas de jucara nos tempos 7 e 14

dias. A tabela 7 demonstra os intervalos de confianca para flavonéides.

Tabela 7 - comportamento de flavonéides (mg/mL) para as diferentes massas de jucara, para 7 e 14 dias

de fermentacao.

7 dias 14 dias
Massa de Valor inferior do  Valor superior do Valor inferior do Valor superior do
jucara / mg intervalo intervalo intervalo intervalo

0 0,026 0,046 0,041 0,044

50 0,008 0,013 0,010 0,014
100 0,021 0,034 0,013 0,013
200 0,029 0,032 0,014 0,015
300 0,019 0,034 0,016 0,018
400 0,015 0,017 0,021 0,024

O conteudo de flavonéides nao foi beneficiado com a adicdo de polpa dos frutos da
jucara, uma vez que no sétimo de fermentacdo nao houve diferenca estatistica entre
o ché tradicional (controle) e os chas com adicdo de 100mg, 200 mg e 300 mg de
Jucara. Inclusive houve a reducao do teor de flavondides nos chas com 50 mg e 400
mg de Jucara. Para os 14 dias de fermentac&o, o ché tradicional foi estatisticamente
superior aos demais, confirmando a tendéncia de que a adi¢cdo de jucara surtiu com

efeitos negativos sobre o contetdo de flavondéides na bebida.

Ja quando olhamos para os diferentes tempos de fermentacdo com as massas de
jucara fixas, os valores para o sétimo dia sdo estatisticamente superiores aos dos 14

dias pra os chas com 100 mg, 200 mg e 300 mg. Para o cha tradicional e com 50 mg
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de Jucara ndo ha diferenca estatistica entre os tempos de fermentagcéo. Para o cha

com 400 mg, o valor de flavonoides para 14 dias foi superior ao do sétimo dia.

3.5 Citotoxicidade in vitro — MTT

Os resultados obtidos apos incubacdo de 24 horas com as diferentes amostras de
Kombucha com a polpa da Jucgara indicam que o produto possui boa
biocompatibilidade em todas as concentracdes estudadas. No Kombucha de Jugara
400 e demais dias de fermentacdo das demais concentracdes houve viabilidade
celular acima de 63%. Essa ultima corresponde a leitura obtida do Kombucha de

Jucara 400 no 21° dia de fermentacéo.

Tabela 8 - Citotoxicidade in vitro das amostras de Kombucha (%)

Dia 0 Dia7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Kombucha Cha Preto 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 4,53+1,05,
K Jucara 50 0,00+0,00, 0,85+1,47. 0,62+0,62. 2,85+0,00, 16,97+3,14,
Kombucha Jucara 100 0,00£0,00. 0,21+0,37. 4,39+4 39, 6,34+0,00, 23,06+2,85,

Kombucha Jucgara 200 0,00+0,00. 11,27+6,67, 8,74+8,74, 5,84+0,00, 30,7%£1,19,

Kombucha Jucara 300 0,00+0,004 16,62+1,40. 26,47+2,47, 20,82+0,00, 24,16+4,04,,

Kombucha Jucara 400 0,98+0,854 11,28+1,74. 22,2+2,20, 11,83+0,00. 36,34+0,65,
Nota. Dentro de cada linha, as médias com as letras iguais nio diferem entre si (p < 0,05).

3.6 Andlise de Componentes Principais (PCA)

Foi conduzida a decomposicdo em componentes principais (PCs) gerando um
subespaco vetorial R® capaz de explicar 75,3% da variancia do conjunto global. Para
0s casos observados, foi aplicada a técnica de aprendizado de maquina k-means
para tentar agrupar os dados (clustering) em cinco grupos. Os resultados foram
ilustrados na Figura 2. A tabela 9 listou as coordenadas de cada um,

separadamente.

Tabela 9 - coordenadas para os fatores projetadas nos 3 PCs

PC1 PC2 PC3
Jucara / mg -0.523964 -0.109269 -0.718743
Tempo / dia -0.706112 -0.017241 0.372667
Polifenéis / mg/mL  -0.574963 -0.025924 -0.636287
Flavonéides / 0.673148 -0.145775 -0.314039
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mg/mL

BRIX 0.865770 -0.012675 -0.211379
pH 0.799355  -0.266465 0.064819
AT 0.112584 -0.925547 -0.111274
SST/AT 0.436592 0.783274 -0.284425
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Figura 2. PCA para os casos envolvidos.

Cada cor representa um grupo obtido por k-means.

Como ilustrado na figura 2, pudemos observar que houve a separacédo quase total
dos fatores, exceto pelo relativo agrupamento do contetudo de jucara com o teor de
polifendis. Essa observacdo indica que as fontes de variancia dos dados foram
suficientemente distintas, exceto pelos dois fatores, dentro do rigor da variancia

explicada pelas trés primeiras PCs.

3.7 Superficies de resposta em funcdo do tempo de fermentacdo e da massa de
jucara

Foram analisadas as superficies de respostas em R?® para os efeitos do tempo de
fermentacdo e da massa de jucara em cada um dos seis fatores (teor de polifendis,
teor de flavondides, BRIX, pH, AT e SST/AT). Para o comportamento dos sélidos
sollveis totais (SST) e pH foram obtidos ajustes razoaveis de R?=0,64 e R*=0,76,
respectivamente, com um polinbmio de segundo grau nas variaveis independentes.

Para os demais fatores, as superficies foram obtidas por meio da suavizacdo por

28



minimos quadrados ponderados, no entanto sem valor funcional interpretativo,

apenas visual. As superficies de resposta foram apresentadas nas figuras 3-8.

Para as variaveis com atividade biologica (polifendis e flavondides), o
comportamento foi distinto. O teor de polifendis cresce com a massa de polpa de
frutos da jucara e com o tempo de fermentacéo, ao passo que para os flavondides, o
conteudo praticamente independe da massa e decresce com o0 tempo de

fermentacgao.

Para os valores de solidos solUveis totais (SST), esses sdo concentrados em
menores tempos de fermentacdo e menores massas de jucara (figura 5),
decrescendo suavemente conforme as varidveis independentes aumentam. A
caracteristica do pH do meio acompanhou a mesma tendéncia (figura 6). O
comportamento da acidez titulavel (AT) ndo foi de facil interpretacdo pela grande
proximidade dos dados, o que inviabilizou a identificacdo de tendéncias dessa
variavel com os fatores independentes

(figura 7). Essa incerteza na interpretacdo influenciou, naturalmente, em SST/AT,
cuja superficie de resposta ndo da margem para uma discussdo dos dados

experimentais.
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Figura 3. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para o conteldo de

polifen6is em funcéo do tempo de fermentacdo e da massa de jucara.
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Bl >0.06
Bl <0.06
Bl <0.05
[]<0.04
[ ]<0.03
Bl <0.02
Bl <0.01

Figura 4. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para o conteddo de

flavondides em funcéo do tempo de fermentagdo e da massa de jucara.
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Figura 5. Superficie de resposta obtida por ajuste polinomial biquadratico para SST em fun¢édo do

tempo de fermentacéo e da massa de jucara.
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B >46
<44
I < 4
Bl <36
B <32
Bl <28

Figura 6. Superficie de resposta obtida por ajuste polinomial biquadratico para o pH em fun¢éo do

tempo de fermentacéo e da massa de jucara.
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B >008
Bl <0.08
[ 1<0.06
Bl <004
Bl <0.02

Figura 7. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para AT em funcdo do

tempo de fermentacéo e da massa de jucara.
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> 1
B <09
Il <0.7
Bl <05
Bl <03

Figura 8. Superficie de resposta obtida por minimos quadrados ponderados para SST/AT em fungéo

do tempo de fermentacdo e da massa de jucara.
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4. DISCUSSAO

O Kombucha é uma bebida conhecida por seu sabor levemente acido, o que é
explicado pelos diversos acidos organicos em sua constituicdo (VILLARREAL-SOTO
e colab., 2018). O pH e a acidez titulavel sdo dois parametros importantes que
mudam ao longo do tempo de fermentacéo, e isso se deve a presenca dos acidos
(VILLARREAL-SOTO e colab., 2018). Os microrganismos presentes no SCOBY
metabolizam o acucar e outras sustancias presentes no chad em metabdlitos
intermediarios, como acido acético, glicurdnico, glicbnico, tartarico, malico, citrico,
latico, succinico e malénico (JAYABALAN, Rasu e colab., 2010; VILLARREAL-SOTO
e colab., 2018), e esses impactam diretamente nas variacdes observadas no pH e
na acidez. Observou-se que o pH do Kombucha do cha preto e das varias
concentracbes de Kombucha de Jucara variou de 4,36 e 3,52 no tempo inicial até
3,24 e 2,79 no 21° dia de fermentacdo. Constatamos que esses achados foram
similares aqueles encontrados por outros autores (CHAKRAVORTY e colab., 2016;
JAKUBCZYK e colab., 2020; JAYABALAN, R. e colab., 2007). Além disso, um
estudo publicado por Zubaidah e cols (2018) (ZUBAIDAH e colab., 2018a) encontrou
uma acidez titulavel que variou entre 0,92% a 1,65% apoés 14 dias de fermentacao
das frutas da palmeira Salacca zalacca (Gaerth) com o Kombucha. O presente
estudo encontrou valores inferiores a esses, quer sejam, 0,039% e 0,022% no tempo
zero e 0,072% e 0,023% no 21° dia de fermentacéo. As bebidas de Kombucha de
longa fermentacdo em geral apresentam altas concentracdo de acido aceético e,
dessa forma, um sabor avinagrado intenso(KHOSRAVI e colab., 2019), o que pode
se tornar uma desvantagem comercial. Outros estudos também validam o aumento
da concentracdo da acidez titulavel ao longo do tempo (AYED e colab., 2017;
CHAKRAVORTY e colab., 2016; JAKUBCZYK e colab., 2020). Assim como a acidez
e o0 pH, as quantidades de SST acabam reduzindo ao longo do tempo da
fermentacdo, jA que as leveduras metabolizam a sacarose ao longo de todo o
processo de fermentacdo(MAY e colab., 2019), assim como os aguUcares simples
sédo degradados a outros compostos (MAY e colab., 2019). Essas sao justificativas

gue fundamentam os achados de SST encontrados nesse estudo.

Ja& os compostos fendlicos sdo conhecidos pela sua capacidade antioxidante (YANG,
Chung S. e colab., 2009) e tém a capacidade de eliminar as espécies reativas de
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oxigénio, tais como o oxigénio singlet, superdxidos e radicais hidroxil (JAYABALAN,
R. e colab., 2008). Neles incluem os flavondides, flavonois, flavonolos, flavononas,
isoflavonas, flavonas, antocianidinas, flavanalols, calconas, antocianinas, isbmeros
do acido clorogénico, familias de acido cindmico e benzdico, estilbenos, ligninas,
lignanos, taninos, tocoferdis e tocotriendis (SHAHIDI e NACZK, 2003). Os frutos da
palmeira E. edulis sdo ricos em polifendis totais, com quantidades que variam em
811 + 16,7 mg EAG/g na polpa liofilizada (CARDOSO, Priscylla Maria Martins e
colab., 2020). O conteudo de polifendis totais foi, dessa forma, avaliado nesse
estudo apresentando valores de até 0,181 mg EAG/mI na preparagédo de Kombucha
de jucara 400 no 14° dia de fermentacdo. O mesmo comportamento nao foi

observado com o quantitativo de flavondides totais.

O aumento do conteudo total de polifendis pode ser explicado pela degradacdo de
polifendis complexos a moléculas menores por algumas enzimas liberadas pelos
microrganismos do Kombucha (CHAKRAVORTY e colab., 2016). Sabe-se que
alguns desses, como Candida tropicalis, sdo capazes de degradar varios polifendis
(ETTAYEBI e colab., 2003). Além disso a reducéo dos niveis de flavonoides também
poderiam ser atribuidos a dois processos diferentes: (1) as antocianinas
monomeéricas combinam-se com outros compostos fendlicos (CHRIS SOMERS e
EVANS, 1977), e (2) as antocianinas monoméricas sdo adsorvidas em células de
microrganismos (MORATA e colab., 2003).

A polpa dos frutos da Jucara € consumida como alimento em varias regides do
Brasil. A nado toxicidade do fruto também foi verificada por autores
(FELZENSZWALB e colab., 2013). O estudo atual pesquisou a toxicidade da
fermentacdo com um ensaio de toxicidade celular in vitro revelando uma viabilidade
acima de 63% em todas as amostras. Isso permite afirmar que ha seguranca para o
consumo humano da bebida fermentada com a polpa de Jugara nas concentragdes
e tempos estudados.

A partir dos dados do estudo atual podemos inferir que o décimo quarto dia de
fermentacdo da Jucara parece o ideal para uma producdo em escala da bebida
fermentada ja que reune propriedades organolépticas toleraveis, além de uma alta
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concentracdo de polifendis, de um teor aceitavel de pH e a maior concentracdo dos
acidos organicos. Dentre as concentracdes de polpa utilizadas nesse estudo, as
maiores evidenciam maior concentracdo de polifendis como constatado na superficie

de resposta.

A baixa toxicidade do Kombucha de Jucara associado ao grande conteudo de
polifendis totais na polpa dos frutos da Jucara poderia incentivar estudos posteriores
com concentracdes ainda maiores da polpa ou, qui¢d, ao processo de adaptacédo do
ecossistema do Kombucha a polpa pura dos frutos da Jucara, para que se realize a
fermentacdo primaria da mesma forma que o Kombucha do café (WATAWANA e
colab., 2015) e do hibisco (JANUARIO e colab., 2020). Na fermentac&o primaria n&o
existiria a necessidade do cultivo e do uso do Kombucha de cha preto antes da
adicao da polpa da Jucara.

Enfim, outros estudos sdo necessarios para se avaliar o potencial antioxidante,
outros dados do perfil quimico e microbiolégico da fermentacdo com a polpa da
Jucara com o Kombucha.

5. CONCLUSAO

O Kombucha de Jucara é um produto com potencial comercial, reunindo baixa
toxicidade e risco de contaminacdo, aumento dos polifendis ao longo da
fermentacdo e boas caracteristicas organolépticas. Os achados desse estudo
indicam que o 14° dia de fermentac&o e maiores concentracdes da polpa do fruto da

Jucara reanem os atributos para uma producéo em maior escala da bebida.
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