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Resumo

Atualmente, a kombucha é uma bebida que tem ganho popularidade e apresenta um grande
potencial de crescimento no mercado das bebidas saudaveis devido a ser um produto
fermentado. Este trabalho tem como objetivo desenvolver uma kombucha que apenas utilize
sumo de fruta na segunda fermentacao, utilizando dois frutos: marmelo e cereja. Esta
escolha deve-se ao facto de serem produtos enddgenos e sazonais que apresentam quebras
na sua cadeia devido a sua alta perecibilidade, sendo assim possivel utilizar os frutos sem
valor comercial (baixos calibres e com defeito). As duas bebidas apresentaram um titulo
alcoolométrico adquirido abaixo de 0,5% sendo considerada uma bebida nao alcodlica.
Nutricionalmente as kombuchas desenvolvidas apresentam um valor de fibra bruta
relativamente elevado para uma bebida, a kombucha de cereja com 0,79g/100Kcal e a de
marmelo 2,10g/100Kkcal, sendo a tltima considerada um produto “fonte de fibra”. Quando
quantificados os agucares presentes, antes e pos segunda fermentacao em ambos os casos
foi possivel aferir uma perda de sacarose e o aumento de frutose e glucose. Todas as

kombuchas apresentaram um resultado em prova sensorial acima do limite de aceitacao.

Palavras-chave

Kombucha; Marmelo; Cereja; Analise Sensorial



VI



Abstract

Kombucha as a drink is gaining popularity and exhibits substantial growth potential within
the healthy beverages market due to be a fermented product. This work aims on developing
a kombucha that solely uses fruit juice during the second fermentation, specifically utilizing
quince and cherry. These fruits were selected because they are endogenous and seasonal,
and their high perishability, which often results in losses in the food chain due to their high
perishability, thus allowing the use of non-commercial grade fruits (smaller or defective).
The resulting beverages demonstrated an alcohol content below 0,5 % classifying them as
non-alcoholic. Nutritional analysis revealed that the kombuchas developed have a relatively
high crude fibre value for a beverage, with cherry kombucha containing 0,79g/100Kcal and
the quince kombucha with 2,10g/100Kcal, the latter considered a “source of fibre’ product.
Sugars analysis indicated a reduction in sucrose and increase in fructose and glucose levels
when compared before and after the second fermentation. Sensory evaluation showed that

all kombuchas exceeded the acceptance threshold.
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1. Introducao

O presente relatério resulta do estagio curricular do Mestrado em Biotecnologia na
Universidade da Beira Interior, tendo em vista a obtencao do grau de mestre. O estégio foi
realizado no Laboratério de Anélise Sensorial e numa das unidades piloto no Centro de
Apoio Tecnolégico Agro Alimentar (CATAA), em Castelo Branco, sob orientagdo da

Engenheira Catia Baptista, entre os meses de setembro de 2023 e junho de 2024.

O CATAA - Centro de Apoio Tecnologico Agro Alimentar assume-se como um centro de
exceléncia, a nivel nacional e transfronteirico, no apoio tecnoldgico ao sector agroalimentar,
na promocao da investigacao e no desenvolvimento e inovacdo em &reas de intervencao
alinhadas com as prioridades das empresas. Oferece suporte tecnologico, desenvolvimento
e inovacdao para o setor agroalimentar, contando com trés laboratorios (Microbiologia,
Fisico-quimica e Analise Sensorial) e quatro unidades piloto (Lacteos, Carnes e Pescado,

Azeites e Hortofruticolas).

O estagio centrou-se no desenvolvimento de um produto a base de cereja e marmelo e,
posteriormente, avaliacao sensorial e aceitacao destes produtos com recurso a um painel de

consumidores.

A realizacdo deste estigio teve como objetivo proporcionar uma experiéncia em contexto
profissional e abordar os conceitos e metodologias da analise sensorial e a sua aplicagao
direta na indastria alimentar permitindo adquirir, aprofundar e aplicar competéncias
teoricas e praticas relacionadas com a area da Biotecnologia. De forma paralela, pretende-
se desenvolver capacidades de comunicacdo, competéncias na pesquisa de informacao
cientifica, realizar as tarefas propostas com autonomia, trabalhar em grupo, desenvolver a
capacidade de adaptacdo a novas situacOes e garantir a preocupacao na qualidade do

trabalho a desenvolver.

Este relatorio de estagio encontra-se divido em seis partes. A primeira parte foca-se na
caracterizacdo da empresa e nas atividades desenvolvidas nos departamentos onde se
desenvolveu o trabalho pratico. A segunda visa o enquadramento tedrico, onde sao
abordados conceitos importantes para desenvolver a parte pratica, a terceira parte consiste

na apresentacao dos objetivos definidos para a realizagdo do estagio. A quarta parte tem



como foco o desenvolvimento e execucao dos respetivos objetivos propostos, na quinta parte
sao analisados e discutidos os resultados obtidos. Por fim, a Gltima parte é destinada a uma

breve conclusao sobre todo o trabalho desenvolvido.









2. Enquadramento Teérico

2.1. Marmelo
2.1.1 Origem

O marmelo (Cydonia oblonga Mill.) pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae e
tem sido cultivado ha mais de 4000 anos. E originario do sudoeste da Europa, da
Transcaucésia e na Asia menor e pode ser encontrado no Médio Oriente, Europa Central,
Norte do Céucaso e Africa Sul (Daneshvand et al., 2012). Nos tltimos anos, o marmelo
ganhou uma importancia econémica consideravel e foi utilizado em diferentes dominios,
para fins farmacéuticos, cosméticos, aplicacoes alimentares e agricolas (Al-Zughbi &

Krayem, 2022).

2.1.2 Morfologia

O marmeleiro é uma arvore de folha caduca que cresce até 5-8 m de altura com ramos
apinhados de folhas lisas na parte superior e na parte inferior as folhas apresentam uma
pelagem caracteristica (Sharma Yashwant Singh Parmar et al., 2011). A arvore pode viver
mais de 50 anos em produc¢ao (Al-Zughbi & Krayem, 2022). O marmeleiro tem uma grande
capacidade de resistir a eventos de climaticos extremos, sendo resiliente a solos inundados
e tolerante a seca (Bolat et al., 2014). O crescimento 6timo da arvore é a uma temperatura
média de 15°C, com grande tolerdncia ao frio é resistente a temperaturas baixas (Sharma
Yashwant Singh Parmar et al., 2011). O marmelo requer 20°C para realizar o processo de
maturacao adequado, sendo colhido normalmente durante outubro-novembro (Al-Zughbi
& Krayem, 2022). A colheita comeca quando o fruto muda de cor, passando de verde-escuro
para verde-claro, estd revestido com uma camada de pelos que desaparecem
progressivamente durante a maturacao, tornando-se num fruto amarelo-dourado que se
assemelha a maca e a pera (Al-Zughbi & Krayem, 2022). O marmelo geralmente atinge um
diametro de 3 a 5 cm (Najman et al., 2023) e o peso médio do fruto é de aproximadamente
386 g, sendo constituido por 90,6% de polpa, mesocarpo (cerca de 350 g), 4,4% de casca,
exocarpo (cerca de 17 g) e 5% de caroco, endocarpo, (aproximadamente 19 g) (Sharma
Yashwant Singh Parmar et al., 2011). Esta fruta é subutilizada ao nivel do processamento de
alimentos devido aos seus atributos sensoriais e a limitada apreciagdo do seu beneficio para
os consumidores (Al-Zughbi & Krayem, 2022), uma vez que apesar de serem extremamente
aromaticos, devido a sua alta dureza e sabor acido, adstringente e amargo, ndo sao

adequados para consumo direto. No entanto, sio uma matéria-prima importante no



processamento de frutas, por exemplo, na producao de geleias e sumos (Najman et al.,

2023).

2.1.3 Cultivares

Com base na fisionomia do fruto, existem duas variedades de marmelo, Cydonia oblonga
sub sp. Maliformis e Polyformis em forma de maca e pera, respetivamente. A subespécie
Maliformis contém uma polpa mais dura e um sabor mais adstringente relativamente a
subespécie polyformis (Ashraf et al., 2016).

Em Portugal, foram identificadas quatro cultivares de marmelo: Champion, Gigante de
Vranja, Gamboa e De Portugal (também conhecida como Portugal) (Regato et al., 2017).A
variedade Champion produz frutos de grande calibre e de boa qualidade, a polpa é amarela
e macia, enquanto a Gigante de Vranja, ou simplesmente Vranja, € uma cultivar muito
produtiva, com frutos piriformes grandes, verde-claros a amarelos, a polpa é perfumada e
de boa qualidade, em relacao a cultivar Gamboa, esta variedade provém de Portugal e produz
frutos em forma de pera, muito doces, com epiderme amarelo-vivo e polpa branca (Viveiros
e Centro de Jardinagem, 2024 ),variedade Portugal apresenta a epiderme com cor amarelo-

lim3o, consistente, pouco adocicado e algo adstringente (Regato et al., 2017).

2.1.4 Producao e mercado comercial

Em 2022, de acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a producao mundial
de marmelo foi de 702 015 toneladas (1), distribuidas por uma area de 75 532 hectares (ha)
(FAOSTAT, 2024). Em 2022, o continente asiatico foi o principal produtor de marmelo,
sendo a Turquia o maior pais produtor, com 197 503 t, seguido da China e do Uzbequistao

com 110 559 e 90 871 t, respetivamente (Tabela 1) (FAOSTAT, 2024).



Tabela 1- Producao mundial de marmelo em 2022, adaptado do FAOSTAT, 2024.

Pais Producio (t) Area (ha) Produtividade

(hg/ha)

Turquia 197 503 8 065 244 889
China 110 559 33 056 33 446
Uzbequistao 90 871 4044 224 706
Irdao 90 160 8 441 106 812
Marrocos 50 688 3068 165 215
Azerbeijao 42 942 4414 97 286
Mundo 702 015 75 532 92943

Relativamente as trocas comerciais, a Turquia é o pais que mais exporta com 19 860 t,
seguido dos Paises Baixos, Grécia e Austria. Em relacdo as importacoes, a Riissia é o pais
que mais importa com 7562 t, seguido da Austria, Roménia e Alemanha em 2022
(FAOSTAT, 2024).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2022, Portugal produziu 9 521
t de marmelo, das quais 7 934 t foram produzidas na regiao centro do pais, numa area de 1
471 ha (INE, 2024) (Tabela 2).

Tabela 2- Producfo nacional de marmelo em 2022, adaptado do INE, 2024.

Regioes Producio (t) Area (ha) Produtividade
(hg/ha)
Norte 995 172 57 849
Centro 7934 1206 65 788
Area Metroplitana 31 3 103 333
Lisboa
Alentejo 384 71 54 085
Algarve 177 18 98 333
Acores 0 0 o
Madeira 0 0 o
Portugal 9 521 1471 64 725

2.1.5 Consumo

O marmelo é uma fruta tradicionalmente consumida em Portugal, na época do outono, no
entanto, nao é consumido em cru. E usado de diferentes maneiras, como um subproduto

(pectina) e na industria alimentar (confecao de marmelada, geleia e licores) (Giiney et al.,



2019). O marmelo é abundante em compostos fenoélicos e acidos organicos, é rico em acido
ascorbico (vitamina C), fibras e minerais, destacando-se o potassio, célcio e fésforo (Legua
et al., 2013). Além de apresentar elevado teor de 4gua, exibe baixo teor calorico, é pobre em
proteina e gordura. O consumo do marmelo confere beneficios a satide devido as suas
caracteristicas nutricionais e apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, anti ulcerativas, dermatites atopicas e anti carcinogénicas (Zhang et al.,

2019; Veloso et al., 2020))..

2.1.6 Tendéncias

Devido ao crescente interesse por alimentos de origem natural e com valiosas propriedades
nutricionais e ao elevado potencial terapéutico, o marmelo tem vindo a ganhar cada vez mais
popularidade entre os produtores e consumidores de alimentos (Najman et al., 2023). As
partes inteiras do fruto constituem uma importante fonte de compostos quimicos que
podem substituir os medicamentos, pesticidas, produtos de higiene, aditivos quimicos e
fortificantes. Além disso, a integracao de novos produtos de marmelo, tais como sumos e
molhos, poderiam ser uma excelente opcao para o processamento deste fruto em
substituicdo de produtos tradicionais como a compota (Al-Zughbi & Krayem, 2022). Por
outro lado, a resisténcia dos microrganismos aos antibi6ticos é uma questao emergente.
Vérios estudos indicam que o marmelo é rico em agentes microbiostéticos e pode ser a
escolha para o isolamento de novos fitoquimicos na introducao de novos medicamentos
(Ashraf et al., 2016). Adicionalmente, o trabalho futuro neste fruto podera passar pelo
desenvolvimento de um novo produto para venda, como o melaco de marmelo, o cha de
marmelo ou capsulas de marmelo para mulheres gravidas, com o objetivo de reduzir os
sintomas da Neviparina (Al-Zughbi & Krayem, 2022). Além disso, a melhoria dos atuais
produtos de marmelada do ponto de vista da transformacao e da indastria e a integracao
deste fruto noutros produtos alimentares poderiam abrir novos procedimentos para
utilizacoes deste fruto relacionadas com a satde, como o desenvolvimento de alimentos e

bebidas funcionais a base de marmelo (Al-Zughbi & Krayem, 2022).



2.2 Cereja

2.2.1 Origem

A cereja pertence ao género Prunus, é uma planta da familia Rosaceae e apresenta umalonga
histoéria de cultivo de ha mais de 2000 anos, embora existam mais de 30 espécies de cerejas
cultivadas em todo o mundo, apenas dois tipos tém sido amplamente utilizados, incluindo
as cerejas acidas (Prunus cerasus L.) e as cerejas doces (Prunus avium L.) ((Eslami et al.,
2022). A propagacao e o cultivo da cerejeira comecaram no século XVIII (Blando & Oomabh,
2019) sendo originarias da Europa e da Asia Ocidental e sdo atualmente cultivadas em todo

o mundo (Chockchaisawasdee et al., 2016).

2.2.2 Morfologia

Morfologicamente, a cerejeira pode atingir uma altura de 15-32 m (Chezanoglou et al.,
2024), o peso médio dos frutos pode variar de 6 a 15 g e pode atingir um tamanho de até 3,4
cm de didmetro (Blando & Oomah, 2019). A cerejeira é uma arvore de folha caduca, com um
periodo de crescimento rapido de 4-9 semanas e um curto periodo de vida de 7-10 dias
(Hussain et al., 2022). As caracteristicas morfologicas do fruto dependem da variedade, da
maturacao, do armazenamento, das praticas agricolas e das condicoes ambientais (Blando
& Oomah, 2019). Os fatores mais importantes que afetam a estabilidade das cerejas no
periodo pos-colheita sao a temperatura e a humidade relativa (Chezanoglou et al., 2024). A
temperatura recomendada para a colheita é de 10 a 20 °C, enquanto o armazenamento
efetua-se a uma temperatura de o °C (Chockchaisawasdee et al., 2016). A cereja é um fruto
com grandes variacoes dependo da cultivar, mas em todas a constituicdo consiste no
exocarpo (casca), mesocarpo (parte comestivel) e endocarpo lenhificado (sementes)
(Vignati et al., 2022). E uma das frutas mais valorizadas em todo o mundo, principalmente
pelas caracteristicas organoléticas, a dogura e cor vermelha brilhante (Chezanoglou et al.,
2024). Além disso, apresentam diversos efeitos benéficos na satide humana, tais como, a
prevencao de problemas cardiovasculares, cancro e doencas associadas ao stress oxidativo
(Chezanoglou et al., 2024). Sio uma matéria-prima importante na producao de diversos
produtos como sumos concentrados, compotas, geleias, produtos secos ou bebidas

alcodlicas (Chockchaisawasdee et al., 2016).



2.2.3 Cultivares

Existem centenas de cultivares comerciais de cereja, mas geralmente uma predomina num
determinado pais ou regido (Chockchaisawasdee et al., 2016). As cultivares mais difundidas
de cereja sao “Alex”, “Attika”, “Bing”, “Brooks”, “Burlat”, “Chelan”, “Hedelfingen”, “Kordia”,
“Lambert”, “Lapins”, “Rainier”, “Regina”, “Skeena”, “Sonata”, “Staccato”, “Stella”,
“Sweetheart”, “Techlovan”, “Tulare” e “Van” (Schuster, 2012). Em Portugal, a cereja é
produzida no Nordeste do pais, nomeadamente na regiao da Beira Interior, onde esta fruta
¢ mais cultivada. Em particular, a cereja “Cova da Beira” tem registo de Indicacao Geografica
Protegida (IGP) de acordo com os regulamentos da EU (Serra et al., 2011). No entanto, a
criacao de novas cultivares de cereja com melhores caracteristicas de pré e pos-colheita estao

constantemente a ser ativamente investigadas (Chockchaisawasdee et al., 2016).

2.2.4 Producao e mercado comercial

Em 2022, de acordo com a FAO, a producao mundial de cereja foi de 2 765 827 toneladas
(1), distribuidas por uma area de 454 644 ha (FAOSTAT, 2024). Em 2022, o continente
asiatico foi o principal produtor de cereja, sendo a Turquia o maior pais produtor, com
656 041 t, seguido do Chile e do Uzbequistao com 443 067 e 216 867 t, respetivamente
(Tabela 3) (FAOSTAT, 2024).

Tabela 3- Producdo mundial de cereja em 2022, adaptado da FAOSTAT, em 2024.

Pais Producio (t) Area (ha) Produtividade
(hg/ha)
Turquia 656 041 80482 81514
Chile 443 067 61559 71974
Uzbequistao 216 867 15 241 142 292
Estados Unidos da 210 190 34 196 61 466
América
Espanha 116 070 29 310 39 601
Italia 107 910 28 610 37718
Mundo 2 765 827 454 644 60 835

Relativamente as trocas comerciais, o Chile é o pais que mais exporta com 396 525 t, seguido
da China, Turquia e Estados Unidos da América. Em relacdo as importacoes, a China é o pais
que mais importa com 366 944 t, seguido de Hong Kong, Russia e Alemanha, em 2022
(FAOSTAT, 2024). De acordo com o INE (2024), em 2022, Portugal produziu 24 678 t de

cereja das quais, 13 052 t foram produzidas na regiao centro do pais, numa area de 6 279 ha
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(Tabela 4).

Tabela 4- Producio nacional de cereja em 2022, (INE, 2024).

Regides Producio (t) Area (ha) Produtividade
(hg/ha)
Norte 11384 2960 38 459
Centro 13 052 3200 40 788
Area Metroplitana 6 11 5455
Lisboa
Alentejo 151 71 21268
Algarve 10 6 16 667
Acores 0 0 o
Madeira 75 31 24194
Portugal 24 678 6 279 39 302

2.2.5 Consumo

A cereja é uma fruta sazonal tradicionalmente consumida em Portugal no final da primavera
e no inicio do verao, por conseguinte, sio muito apreciadas pelos consumidores e, em alguns
paises, sio mesmo vistas como um fruto de luxo devido aos precos elevados (Blando &
Oomah, 2019). A docura e a acidez sao indicadores importantes para o consumidor e
refletem a qualidade e o sabor dos frutos (Ballistreri et al., 2013). A cereja é caracterizada
por um nivel reduzido de calorias, elevados niveis de 4gua e auséncia de s6dio (Chezanoglou
et al., 2024). E também rica em muitos nutrientes, tais como hidratos de carbono (acticares
e fibras), acidos gordos e organicos, aminoacidos, vitaminas, minerais e fitoquimicos, como
a melatonina, os carotenoides acidos fendlicos (principalmente derivados hidroxicinamicos)
e flavonoides (Fonseca et al., 2021). Os hidratos de carbono sdo os principais compostos
quimicos das cerejas (12-17%) e a fibra representa 1,3-2,1% do total de compostos, enquanto
o teor de acdcar varia tipicamente entre 11 e 15%, dependendo das condicGes climatéricas
(Blando & Oomah, 2019). Os principais acucares encontrados nas cerejas sao a glicose e a
maltose e representam cerca de 90% do total de acucares da fruta (Chockchaisawasdee et
al., 2016). O consumo de cereja proporciona diversos efeitos benéficos na saide, tais como,
diminui o tempo de recuperacao muscular no desporto, induz atividades anticancerigenas,
anti-inflamatoérias e antidiabéticas e fornece protecdo contra doencas cardiovasculares
(Blando & Oomah, 2019).
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2.2.6 Tendéncias

Em adicao a utilizacao tradicional da cereja, existe um interesse crescente na recuperacgao
de compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos funcionais ou terapias de
saude, com base em tecnologias de transformacdo emergentes (Serra et al., 2010;
Chockchaisawasdee et al., 2016). Embora diversos métodos tenham sido desenvolvidos para
extrair eficientemente os compostos fenodlicos da cereja, esses métodos podem ser
melhorados para aumentar a produtividade, otimizando as condi¢oes de extracao (Scoma et
al., 2012). Por outro lado, a maioria das terapias atuais, especialmente para o tratamento do
cancro, tem sido derivada de recursos naturais, pelo que a purificacdo adicional de
compostos individuais que sao ricos em cerejas deve ser explorada para preparar materiais
para utilizacao na industria farmacéutica e na saiide (Newman & Cragg, 2012). Futuramente
€ necessario desenvolver um método para a purificacao de compostos naturais ativos a partir
da cereja, no entanto, € essencial que qualquer processo comercial seja econdémico,

sustentavel e amigo do ambiente (Chockchaisawasdee et al., 2016).
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2.3 Kombucha

2.3.1 Origem

A kombucha é uma bebida fermentada de origem asiatica (Coelho et al., 2020), tera sido
utilizada pela primeira vez pelos seus beneficios terapéuticos em 220 AC (Chakravorty et al.,
2016). Esta bebida é tradicionalmente preparada com folhas de ché preto ou verde e actcar
através da atividade fermentativa de uma mistura diversificada e variavel de bactérias e
leveduras denominada "SCOBY" (Cultura Simbioética de Bactérias e Leveduras) (Morales et
al., 2023). Desde 2020, a popularidade da bebida tem aumentado e tem sido introduzida no

mercado com uma variedade de novos sabores (Coelho et al., 2020).

2.3.2 Producao

Os principais materiais necessarios para a producao de kombucha sao a agua, cha, SCOBY e
acucar como fonte de sacarose (Icen et al., 2023). As proporcoes de chéa e actcar, o tempo e
temperatura de fermentacao utilizados na producao de kombucha podem variar de acordo
com cada regiao ou com as preferéncias do consumidor (Coelho et al., 2020). Em geral, é
preparada uma base de ché e adiciona-se actcar, que servira de substrato para as bactérias
e leveduras fermentadoras do cha (Leal et al., 2018). Ap6s a preparacao, o cha deve ser
arrefecido a temperatura ambiente para evitar a inativacdo dos microrganismos (Kim &
Adhikari, 2020). A SCOBY s6 ¢ adicionada junto com 10-20% (v/v) de kombucha ja
fermentada (Coelho et al., 2020). Além disso, o recipiente em que a kombucha é produzida
deve ser coberto apenas com gaze e nunca completamente fechado para permitir o contacto
com o ar e evitar a contaminacao exterior (Jorge dos Santos, 2016). Finalmente pode ainda
ocorrer uma segunda fermentacao, adicionando uma fonte de agticar ou sumo de fruta a

bebida ja fermentada (Coelho et al., 2020).

2.3.3 SCOBY

A SCOBY é um biofilme obtido a partir da associacdo simbidtica entre leveduras e bactérias
acéticas (Coelho et al., 2020), sendo este 0o nome comum dado a esta pelicula celul6sica que
se forma na superficie do ché e cuja funcao é efetuar a fermentacao para obter kombucha
(Jorge dos Santos, 2016). As peliculas sao formadas em camadas, sendo que a mais préxima
da superficie é sempre a mais recente. Os microrganismos (bactérias e leveduras)
reproduzem-se nesta matriz de celulose e sdo responsaveis pela fermentacgao (Jarrell et al.,
2000). O crescimento desta associagio de bactérias e leveduras aumenta o efeito simbidtico

entre as bactérias e as leveduras (Coelho et al., 2020).
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2.3.4 Composicao quimica e nutricional

Apoés o processo de fermentacao, os principais produtos formados na kombucha sao o etanol,
0 acido acético e o acido gluconico (Kaashyap et al., 2021). Para além destes compostos,
contem polifenois do cha (catequinas, teaflavinas e flavanois), acidos organicos, vitaminas
hidrossolaveis (por exemplo, B1, B2, B3, B6, B12 e C), bem como vitamina E, enzimas
(amilase e invertase), aminoacidos, proteinas, purinas e minerais (Abaci et al., 2022). De um
modo geral, a biodisponibilidade dos polifen6is aumenta devido a conjugacao do acido
glucuroénico com os polifendis do ché (Igen et al., 2023). O acido glucurénico é um precursor
da vitamina C, funciona como toxina de destoxificacao, aumenta a biodisponibilidade de
compostos fenodlicos participando na glucuronidacao e reduz o dano oxidativo. Para além
disso, a vitamina C, os polifenodis e o acido latico na kombucha, juntamente com o acido
glucurénico, desempenham um papel na reducao da proliferacio do cancro gastrico

(Kitwetcharoen et al., 2023).

2.3.5 Composicao microbiolégica

A composicao microbiologica da kombucha nao estd bem definida, pois pode variar de
acordo com a sua origem, substratos e condicoes de producao (Coelho et al., 2020). Os
microrganismos que predominam durante a fermentacdo da kombucha sao as bactérias do
acido acético e leveduras osmofilicas (Jorge dos Santos, 2016). As bactérias que
predominam s3o as do acido acético e produtores de acido gluconico, pertencentes aos
géneros Acetobacter e Gluconobacter (Coelho et al., 2020). A Acetobacter xylinum foi
reclassificada como Gluconacetobacter xylinus e, mais recentemente, como
Komagataeibacter xylinus, provou ser a principal bactéria porque, além de produzir acido
acético e gluconico. também produz celulose, um composto essencial para a formacao de
biofilmes (Villarreal-Soto et al., 2018). Por outro lado, diversos trabalhos de investigacao
indicam uma grande variedade de espécies de leveduras isoladas na kombucha, incluindo os
géneros Brettanomyces/Dekkera, Candida, Koleckera, Mycotorula, Mycoderma, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora e Zygosaccharomyces (Coelho et al.,
2020). As leveduras do género Saccharomyce também foram relatadas em varios estudos,
incluindo S. cerevisiae e S. bisporus (Villarreal-Soto et al., 2018). As interacdes entre
leveduras Saccharomyces e nao -Saccharomyces sao vantajosas no processamento da
fermentacdo da kombucha, pois minimizam o risco do crescimento de bactérias que podem
interferir no processo fermentativo, bem como contribuem para a formacao de aromas e

sabores caracteristicos (Coelho et al., 2020).
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2.3.6 Consumo

Embora a histéria da kombucha no mercado comercial seja recente, a dimensao do mercado
e a variedade de produtos estao a crescer rapidamente (Kim & Adhikari, 2020). A procura
de alimentos e bebidas saudaveis por parte dos consumidores é considerada uma forca
motriz do crescimento do sector dos alimentos funcionais (Corbo et al., 2014). Com base nos
produtos comerciais de kombucha atualmente no mercado, o teor médio de calorias por 100
ml é de 14,12 kcal e o teor médio de acticar por 100 ml é de 3,17 g. A kombucha tem um perfil
de teor calorico e de acticar inferior ao dos refrigerantes normais (Kim & Adhikari, 2020).
Estes resultados sdo considerados promissores, com vista a limitacdo do consumo de
refrigerantes (Mullee et al., 2019). Além disso, tem havido um aumento da utilizacao da
avaliacao sensorial ou do consumidor em projetos de investigacao sobre a kombucha, com
esta tendéncia, espera-se que o nimero de pesquisas sensoriais e/ou de consumo sobre a

kombucha aumente (Kim & Adhikari, 2020).

2.3.7 Efeitos na satide

A kombucha tem muitos efeitos benéficos para a satide humana, como a contribuicao para
a reducdo dos niveis de colesterol e da pressao arterial, do stress e dos distarbios nervosos
(Kitwetcharoen et al., 2023). Sabe-se também que estimula as fun¢oes hepaticas, o sistema
imunitario, normaliza a atividade intestinal e equilibra a microbiota intestinal (Sreeramulu
et al., 2000). Os efeitos benéficos da kombucha sao conhecidos por serem atribuidos aos
metabolitos libertados durante o processo de fermentacao (Kitwetcharoen et al., 2023).
Estes metabolitos libertados induzem atividade antimicrobiana devido principalmente a
presenca de varios acidos organicos (nomeadamente acido acético) e ao elevado teor de
compostos fenolicos produzidos durante a fermentacao (Deghrigue et al., 2013). Além disso,
nos ultimos anos, foi demonstrado que a kombucha tem atividades anti-inflamatorias e
anticancerigenas atribuidas a muitos polifenois e outros metabolitos essenciais produzidos

a partir de uma cadeia de reacoes metabdlicas (Kitwetcharoen et al., 2023).
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2.4 Analise Sensorial

2.4.1 Definicao

A anélise sensorial é a ciéncia que esta relacionada com a avaliacdo dos atributos
organoléticos de um produto, mediante os sentidos. E realizada através das respostas
transmitidas por avaliadores as sensac¢oes originadas por reacoes fisiologicas, que resultam
de estimulos, dando origem a interpretacao das caracteristicas intrinsecas dos produtos
avaliados (Zenebon et al., 2008). E uma ciéncia de natureza multidisciplinar, que engloba
areas como, por exemplo, a psicologia experimental, social, comportamental e fisiologica, a
estatistica e o marketing (Carmo, 2018). A analise sensorial é considerada um instrumento
importante para as industrias alimentares, uma vez que, torna possivel o acesso a valiosas
informacoes, tais como, caracteristicas e aceitacdo de um determinado produto (Amaral &
Santos, 2017). Para a realizacao desta avaliacao sao utilizados provadores, especializados ou
nao especializados (por exemplo consumidores), que, consoante um conjunto de normas e
regras, realizam provas sensoriais de alimentos (Carmo, 2018). Utiliza a estatistica, com o
intuito de compreender se as respostas obtidas nas provas realizadas sao suficientemente
significativas, de forma a poder tomar uma decisao fidvel sobre os produtos que estdo a ser

testados (Rodrigues & Teixeira, 2014).

2.4.2 Testes sensoriais

Os testes sensoriais dividem-se em trés grupos: testes discriminativos, testes descritivos e
testes afetivos (Bech et al., 1994). Os testes discriminativos sao utilizados para testar se
existem, ou se sdo percebidas, diferencas entre os produtos testados, enquanto os testes
descritivos sao utilizados para descrever produtos, identificar diferencas entre produtos,
bem como fazer avalia¢oes de intensidade de atributos sensoriais especificos, sendo que este
tipo de testes s6 devera ser efetuado com recurso a provadores treinados, finalmente, os
testes afetivos sao realizados por consumidores (nao treinados) e sao utilizados para se
efetuarem estudos de preferéncia em relacdo a determinados produtos, bem como para
testar a aceitabilidade de produtos pelo consumidor (Carmo, 2018). Os testes
discriminativos estao divididos em teste triangular, ordenacao, duo-trio, pareado (Amaral &
Santos, 2017). Para os testes descritivos, podem ser utilizados diferentes metodologias, tais
como, Analise Descritiva Quantitativa (ADQ), em que as avaliagcoes sao feitas através de
repeticoes (entre 2 a 6 por produto) e os avaliadores fazem uma descri¢do e quantificacao de

todos os atributos sensoriais dos produtos em teste, e 0 Método Spectrum onde os atributos
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sensoriais sao avaliados utilizando um conjunto de termos especificos pré-existentes para os
produtos em questao (Carmo, 2018). Finalmente, os testes afetivos podem ser divididos em
duas categorias: de preferéncia e de aceitacao (Zenebon et al., 2008). Nos testes de
preferéncia, o provador deve manifestar a sua preferéncia em relacao a um produto sendo
as escalas mais utilizadas para este tipo de testes os de ordenacao-preferéncia e comparacao
pareada (Carmo, 2018). As provas de aceitacao dividem-se em testes de aceitacao por escala
hedoénica e testes de aceitacao por escala ideal sendo que nos testes de aceitacao por escala
hedoénica, o objetivo é o individuo expressar o seu gosto por um determinado produto, de

forma globalizada ou em relacao a um atributo especifico (Zenebon et al., 2008).

2.4.3 Importancia no desenvolvimento de novos produtos

A alimentacao encontra-se, desde sempre e de forma incontornéavel, presente no quotidiano
do homem, ainda que, ao longo dos tempos, se tenha verificado uma clara mudanca nos
habitos e nas preocupacoes inerentes ao consumo de géneros alimenticios, aliada a mudanca
social, a evolucao cientifica e tecnoldgica, a expansao comercial e a globalizacao, todas estas
mudancas conduziram a um aumento da preocupacdo com a seguranca e a qualidade
alimentar, conceitos estes praticamente indissociaveis (Catarina et al., 2015). A exigéncia
cada vez maior dos consumidores relativamente aos produtos alimentares disponiveis,
nomeadamente com as suas caracteristicas nutricionais e organoléticas, leva a que as
empresas do setor alimentar tenham uma constante preocupagao, quando pretendem lancar
novos produtos no mercado (Carmo, 2018). Dada a importancia das caracteristicas
sensoriais dos produtos e o impacto destas nas escolhas diarias dos consumidores, a Analise
Sensorial surge como uma ferramenta fulcral para o sector da induastria alimentar (Catarina
et al., 2015). O desenvolvimento de produtos inovadores, que surpreendam e antecipem as
necessidades do consumidor, tem uma importancia significativa para a maioria das
empresas do setor alimentar, no entanto, no lancamento de novos produtos existe um
elevado indice de falhas, sendo a principal a nao aceitacdo do produto pelo mercado
(Barboza & Freitas, 2003). Conclui-se, assim, que a analise sensorial tem um papel
fundamental no desenvolvimento de novos produtos, através da utilizacao de metodologias
que auxiliam na previsdao do comportamento do consumidor face a um novo alimento

(Carmo, 2018).
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3 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo utilizar dois frutos endégenos e sazonais da beira-
baixa durante a sua época de colheita para desenvolver duas bebidas fermentadas e
inovadoras: kombucha de marmelo e kombucha de cereja. Posteriormente, foram
caracterizadas nutricionalmente. Apds o desenvolvimento destas bebidas, foi realizada uma
avaliacao sensorial, com recurso a um painel de consumidores (n=68), para determinar a

aceitacao destes dois novos produtos.

4 Material e Métodos

4.1 Processamento da fruta

Para preparar o sumo de marmelo, o primeiro passo foi garantir a limpeza adequada da
fruta, nesse sentido, os marmelos foram lavados minuciosamente, removendo-se qualquer
sujidade superficial que pudesse estar presente. Apos a lavagem, os marmelos foram entao
cozidos para tornar a sua polpa mais macia e facilitar o processo de extracao do sumo. Apos
cozedura, foram cuidadosamente cortados e as sementes foram removidas. Utilizando a
polpa cozida e a 4gua de cozedura (100°C), procedeu-se entdo a extracdo do sumo, a
combinacao da polpa e da 4gua de cozedura resultou no sumo de marmelo. O sumo foi feito
na razao de uma parte de polpa para duas partes da agua de cozedura utilizando uma
centrifugadora (Vorwerk, TM5, Alemanha). Finalmente, o sumo foi coado utilizando um
coador de 0,71mm (DIN ISSO 3310-1, VWR, Alemanha), garantindo a remocao eficiente de

quaisquer particulas solidas.

Relativamente ao sumo de cereja, as cerejas foram lavadas e descarocadas. Apods o
descarocamento, as cerejas foram trituradas e pasteurizadas a uma temperatura de 100°C
durante 5 minutos (Vorwerk, TM5, Alemanha) obtendo o sumo de cereja. Por tltimo, o
sumo foi cuidadosamente coado utilizando um coador de o,71mm (DIN ISSO 3310-1, VWR,

Alemanha), garantindo a remocao eficiente de quaisquer particulas sélidas.

21



4.2 Preparacao da kombucha

4.2.1 Esterilizacao do material

A esterilizacao do material foi feita no Laboratério de Microbiologia que apresenta as
condicOes necessarias de descontaminacdo e lavagem do material. O material utilizado no
laboratoério sofreu esterilizacdo na autoclave (Figura 2), durante 15 minutos a 121°C
(Presoclave, JP Selecta, Espanha). Apos o ciclo de esterilizacdo, o material foi seco numa
estufa (BD 115, Binder, Alemanha). Para a verificacao da eficicia do ciclo de esterilizacao
sao utilizados indicadores biologicos e quimicos. O indicador biologico (ampola) é colocado
na autoclave no primeiro ciclo diario de esterilizagcdo e posteriormente incubado a 60°C
(Figura 1). Se o ciclo de esterilizacado for adequado nao ocorrera alteracdo da cor do
indicador, caso o ciclo ndo seja eficaz, a cor de violeta inicial irA mudar para amarelo-
alaranjado. O indicador quimico consiste numa fita adesiva (STERIS, Estados Unidos da

América) listada, que muda de cor branca para preta quando sujeita a esterilizacao.

Figura 1- Indicador de esterilizagdo Figura 2- Esterilizag¢do do material

4.2.2 Fermentacao

A preparagao da kombucha é um processo que requer atencao e cuidado para garantir a
qualidade final da bebida. O processo de fermentacdao da kombucha est4 dividido em duas
fermentacgoes. Para realizar a primeira fermentacdo, foi necessario aquecer agua (Perdiz,
Portugal), com pH de 6,4, até atingir a temperatura de 100°C. Uma vez atingida essa
temperatura, € crucial o arrefecimento até = 80°C (Hajiaghaalipour et al., 2016). Enquanto

ocorre o arrefecimento, o cha verde (Gorreana, Portugal) foi pesado e adicionado a agua
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quente durante 5 minutos, ap6s a infusao do cha, foi pesado (FD15, Ohaus, Estados Unidos
da América) o acucar (Perdiz, Portugal) e adicionado ao cha, o acticar sera necessario para
ocorrer o processo de fermentacado. Por fim, a mistura de cha e actcar foi entdo transferida
para o fermentador e colocado no frigorifico (ProfiLine, Liebherr, Alemanha) a £4°C, onde

permaneceu até a temperatura baixar para = 25°C (Figura 3).

Figura 3- Preparacgdo do cha

Ao alcancar a temperatura desejada, foi transferida para a Camara de fluxo laminar (HOT
10, STI, Portugal). A camara de fluxo laminar (Figura 4) forneceu uma atmosfera
controlada, minimizando a exposicdo a microrganismos indesejados que poderiam

prejudicar o processo de fermentagao.

Figura 4- Camara de fluxo laminar
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Com o cha na camara de fluxo laminar adicionou-se a SCOBY (Koro, Portugal), com cuidado
garantindo que estivesse completamente submersa. A SCOBY (Figura 5) foi responsavel por
iniciar o processo de fermentacao, transformando o cha em kombucha por meio da agao das

bactérias e leveduras.

Figura 5- SCOBY

Ao ser adicionada ao cha era fundamental protegé-la da contaminacao externa, para isso, os
orificios do fermentador foram cuidadosamente cobertos com gazes esterilizadas (STERIS,
Estados Unidos da América). Essas gazes permitiram que o di6xido de carbono produzido
durante a fermentacao fosse expulso, enquanto impediu a entrada de microrganismos
indesejados que poderiam comprometer a qualidade da kombucha. A manutencdo da
higiene e esterilizacdo adequadas durante todo o processo foi fundamental para garantir a

seguranca e a qualidade da kombucha (Figura 6).
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Figura 6- Kombucha

Quando o pH atingiu valores = 3 (Laureys et al., 2020), retirou-se a SCOBY da kombucha,
este passo marcou o fim da primeira fermentacdo, como podemos observar na Figura 7. A
kombucha foi entdo transferida para garrafas de vidro previamente esterilizadas. Este foi
um momento de cuidado extremo, pois foi essencial garantir que as garrafas estivessem
completamente limpas e esterilizadas para evitar qualquer contaminacao que pudesse afetar

a qualidade do produto final.

Figura 7- Kombucha no fim da 1 @ fermentacgdo
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Relativamente a segunda fermentacao foram utilizadas garrafas de vidro de o,5L,
previamente esterilizadas, com um racio de 67% kombucha para 33% de cereja e marmelo.
O objetivo era explorar o processo da segunda fermentacao apenas com recurso ao agucares
naturalmente presentes na composi¢ao do sumo evitando assim o uso de acucares refinados
nesta fase do processo. Foi estabelecido um grupo de controlo onde se adicionou 5g de
acucar as garrafas de kombucha de forma a possibilitar um produto gaseificado,
carbonatado naturalmente. Finalmente as garrafas foram, cuidadosamente, colocadas numa
estufa (BD 115, BINDER, Alemanha) a 25°C ao abrigo de luz durante dois dias. Esta
temperatura é ideal para estimular a atividade das bactérias e leveduras presentes na cultura
de kombucha, promovendo uma fermentagao saudavel e eficiente. Ao final dos dois dias na
estufa, a segunda fermentacdo foi concluida, as garrafas foram retiradas da estufa e

refrigeradas a 4°C no frigorifico (Figura 8) (ProfiLine, Liebherr, Alemanha).

Figura 8- Kombucha de cereja, marmelo e controlo

4.3 Determinacoes Fisico-quimicas

4.3.1 Determinaciao do pH

O pH foi determinado por potenciometria, de acordo com a NP EN 1132:1996, para a
determinacdo destes parametros utilizou-se um titulador automatico (GLP22, Hach Lange,
Espanha) com um elétrodo de pH (SP10B, Consort™, Bélgica). Antes de efetuar as analises,

o elétrodo foi calibrado com as solugdes padrao de pH a 4,00, 7,00 € 9,00 (BDH Prolabo®).
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4.3.2 Solidos soluveis totais

O teor dos SST (°Brix) foi determinado através de um refratometro digital (PR-32q,
ATAGO™, Japao). O equipamento foi calibrado com agua destilada no inicio de cada ensaio.
A analise foi realizada com uma gota de polpa obtida de cada sumo e kombucha, de acordo

com NP EN 12143:1999.

4.3.3 Teor alcodlico em volume

O TAV (teor alcodlico em volume) foi determinado recorrendo ao método OIV-MA-AS313-
O1A. Inicialmente, procedeu-se a destilagdo volumétrica da kombucha utilizando uma
unidade de destilacao digital (Digital Distilling Unit - SUPER D.E.E, Gibertini, Italia), com
o objetivo de remover as substancias nao volateis. Em seguida, a massa volumétrica do
destilado foi determinada por meio de densimetria eletronica (Density Meter DS 7000, A.
Kraiiss Optronic, Alemanha). Com os valores da massa volumétrica do destilado e a sua
temperatura conhecida, foi possivel calcular a percentagem de titulo alcoométrico. Os

resultados foram expressos em % de volume.

4.4 Parametros nutricionais

4.4.1 Fibra

A fibra bruta (FB) foi determinada pelo método de Weende, de acordo com a NP 2029:1983.
Inicialmente, pesou-se 1g de celite e 1g amostra (AL 204, Mettler Toledo, Estados Unidos da
América) para cada cadinho de vidro. De seguida, os cadinhos foram colocados na unidade
de extracdo a quente (Fibertec System M, Tecator, Dinamarca) ajustadas as colunas de
ebulicao. Posteriormente, foram adicionados 150mL de H.SO, (0,26N) fervente em cada
uma das colunas e 5 a 6 gotas de octanol com o objetivo de evitar a formacgao de espuma.
Apo6s a entrada em ebulicdo, deixou-se ferver durante 30 minutos. Apds ter terminado o
tempo estabelecido, lavou-se com H.O destilada quente as colunas repetindo esta operacao
trés vezes. Numa fase seguinte, foi adicionado 150mL de NaOH (0,32N) mantendo em
ebulicdo durante 30 minutos. No final da ebuli¢do lavamos, novamente, com H.O destilada
quente trés vezes. Posteriormente, foram lavados com acetona para extrair qualquer

substancia soluvel e para ajudar a desidratar a amostra.

Os cadinhos foram colocados na estufa (UL 60, Memmert, Alemanha) a 103°C durante 2
horas, seguidamente, arrefeceram no exsicador (467-3120, Fisher Scientific, Estados Unidos

da América) e pesaram-se. Finalmente, os cadinhos foram colocados em mufla (Li5,
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Nabertherm, Alemanha) a 550°C para incineracao durante 5 horas deixando arrefecer no

exsicador e por dltimo foram pesados.

4.4.2 Determinacao do teor de aciicares

A quantificacio dos acuicares totais (glucose, frutose, sacarose e maltose) foi determinada
pelo método AOAC 982.14. Os acucares foram quantificados por cromatografia liquida
através de um cromatografo ionico (ICS-3000-DC1, Dionex, Estados Unidos da América).
Foi efetuada uma extracao com agua ultrapura, seguida de homogeneizacao no ultra-turrax
(T 50 basic, IKA® Werke, Alemanha) e clarificacao por centrifugacao (Biofuge Primo R,
Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos Unidos da América). Os agtcares foram eluidos
com uma solucao de hidroxido de sédio a 50 % e detetados por um sistema de detecao

amperimétrica.

4.4.3 Determinacao do teor de proteina

O teor de proteina foi determinado segundo o método interno PT.LFQ.0105 (Kjeldahl). A
amostra foi mineralizada através de uma mistura catalisadora (kjeltabs Cu/3,5, FOSS),
combinada com Aacido sulfarico concentrado (95%, BDH Prolabo®), a 420 °C, num bloco
de digestao (TecatorTM Digestor 2508, FOSS, Dinamarca). Durante este processo todo o
azoto organico foi convertido em ido amoénio. De seguida, foi destilado em corrente de vapor
e recolhido numa solucdo de 4cido bérico, onde foi doseado, por titulacdo, com acido
cloridrico (BDH Prolabo®). Esta segunda fase ocorreu no equipamento Kjeltec (KjeltecTM
8400, FOSS, Dinamarca). A percentagem de proteina foi calculada através de um fator de

conversao de azoto em proteina, que para a matriz em causa tem o valor de 6,25.

4.4.4 Determinacao do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado de acordo com o método AOAC 934.06 (1934). Este é
um método gravimétrico que envolve a secagem das amostras a 70 °C sob vacuo (VDL 115,

Binder, Estados Unidos) durante 4 horas, até se obter um peso constante.

4.4.5 Determinacao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com o método AOAC 940.26 (2000). Este
método gravimétrico envolve a incineracdo das amostras até ficarem completamente
carbonizadas. De seguida, sdo colocadas na mufla (SAF 11/1, Lenton, Estados Unidos) a 550

+ 25 °C durante a noite, até se obterem cinzas brancas. O residuo mineral resultante da
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incineracao corresponde ao teor de matéria inorganica presente na amostra.

4.4.6 Determinacao do teor de gordura

O teor de gordura foi determinado de acordo com o método interno PT.LFQ.0104. Para este
tipo de amostras, é necessario iniciar com uma hidrdlise acida utilizando o Soxcap
(SoxCapTM 2047, FOSS, Dinamarca) e uma solucdo de acido cloridrico a 6 M (BDH
Prolabo®). Apos a hidrolise, as amostras sao filtradas e lavadas. Em seguida, realiza-se a
extracdo com um solvente organico (éter de petréleo 40-60 (v/v), BDH VWR®) no Soxtec
(SoxtecTM 2055, FOSS, Dinamarca). Finalmente, o solvente é removido por evaporacao a

103 + 3 °C e o residuo é pesado para determinar o teor de gordura.

4.4.7 Determinacao dos hidratos de carbono

A determinacao dos hidratos de carbono foi realizada por calculo, conforme o Regulamento
(UE) N©° 1169/2011, utilizando os parametros nutricionais conhecidos, de acordo com a

equacao (1):
Hidratos de carbono= 100 - (humidade + proteina + gordura + cinzas + fibra) (D

4.4.8 Valor energético

O valor energético foi calculado utilizando os fatores de conversao especificados no

regulamento (UE) N° 1169/2011, sendo expressos em kJ (2) e keal (3).
Energia (kJ)= 37 x Gordura + 17 x Hidratos de carbono + 17 x Proteina + 8 x Fibra (2)

Energia (kcal)= 9 x Gordura + 4 x Hidratos de carbono + 4 x Proteina +2 x Fibra (3)
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4.5 Analise sensorial

4.5.1 Prova sensorial

Foi realizada uma prova sensorial hedénica com o objetivo de avaliar a aceitabilidade das
diferentes amostras de kombucha recorrendo a um painel de 68 provadores nao treinados.
Foram apresentadas trés amostras distintas, cada uma identificada com um cédigo diferente
(Figura 9). Cada amostra foi submetida a avaliacao de diferentes parametros sensoriais,
incluindo o aspeto, sabor, aroma, textura e apreciacao global. Os consumidores utilizaram
uma escala de 1 a 9 para classificar cada parametro, onde 1 representava extremamente
desagradavel e 9 extremamente agradavel. Ao final da avaliacdo, os consumidores

ordenaram as amostras de acordo as com suas preferéncias pessoais.

Figura 9- Prova sensorial

4.5.2 Preparacao de amostras

As amostras foram servidas em copos de plastico transparentes com tampa com capacidade
de 3omlL, os recipientes foram previamente limpos e secos para evitar a contaminacao. A
kombucha foi agitada suavemente antes de ser colocada nos copos (Figura 10). Colocou-se
20 ml de kombucha no copo e tapou-se imediatamente a seguir a coloca¢do da amostra. As
amostras foram preparadas quando o provador ji estava sentado na cabine e servidas a uma
temperatura de = 6 °C. Os provadores tinham disponivel um copo com agua para limpar o

palato.
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Figura 10- Preparacdo das amostras

4.6 Analise estatistica

Para o processamento da analise sensorial, foi utilizado o software SPSS (IBM statistics,
Estados Unidos da América) versdo 29.0. Foi aplicada uma ANOVA de uma via para
comparar os diferentes parametros sensoriais em todas as amostras antes e depois da
disponibilizacdao da informacao adicional sobre o produto, seguida do teste de Tukey para a
comparacao maultipla de médias. Em todos os casos, os niveis de significancia foram

estabelecidos em p < 0,05.
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5 Resultados e discussao

5.1 Determinacao do pH

Foram preparados trés lotes de kombucha, cada um com um pH inicial 6,83+0,05. O pH da
SCOBY inicial foi medido, antes do inicio da primeira fermentacao, tendo como valor 2,65+
0,01. Cada lote fermentou 144horas (6 dias) para atingir o ponto desejado de acidez e sabor,
o pH foi analisado ao longo dos dias, nos diferentes lotes, havendo uma diminuicao do valor
para 3,09+0,01. Este decréscimo deveu-se a formacao de acidos organicos durante a
fermentacao da kombucha (Fernando dos Santos et al., 2024). Além disso, a diminui¢ao do
pH é importante para garantir a seguranca contra microrganismos patogénicos (pH <4,2)
(Hur et al., 2014). O intervalo de pH considerado seguro para o consumo humano situa-se
entre 2,5 e 4,2, uma vez que valores inferiores indicam niveis excessivos de acido acético e
valores superiores estdo correlacionados com um risco significativo de crescimento de

microrganismos indesejaveis (Cardoso et al., 2020).

Evolucao do pH

pH
N Wl U1 OO N 0

Dias

Figura 11- Evolucgao dos valores de pH da primeira fermentac¢ao da kombucha ao longo
de 6 dias (144 horas)

Apo6s a adigdo da fruta, o pH foi novamente determinado para avaliar o efeito da segunda
fermentacdo com sumos marmelo e cereja afeta as propriedades da kombucha, em
comparacdo com o grupo de controlo sem adicao de fruta. Os resultados revelaram um
aumento ligeiro do pH na kombucha de marmelo e cereja em relacdo ao controlo. Este

aumento pode ser justificado pela composicdo diferente das matérias-primas,
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nomeadamente devido ao teor de acidos organicos (Morales et al., 2023). Além disso, este
aumento esta provavelmente associado as diferentes composicoes quimicas das frutas que
podem afetar o pH da solucao final (Silva Junior et al., 2021). Embora o resultado final de
todos continue a ser seguro e estavel para consumo, as kombuchas diferem estatisticamente

entre si no valor de pH (p<0,05).

5.2 Solidos solaveis totais

Relativamente aos valores obtidos para os SST, constataram-se diferencas nos sumos e nas
respetivas kombuchas de fruta. Em relacdo aos SST nos sumos, o de cereja foi o que
apresentou o valor mais elevado, em torno de 19,50+1,25, enquanto o sumo de marmelo foi
de 5,70+0,40. No que diz respeito as kombuchas houve uma diminuicdo nos SST tanto na
kombucha de cereja como na de marmelo, 9,70+0,46 e 5,33+0,45, respetivamente. Na
kombucha de cereja constataram-se diferencas significativas em relacao ao sumo, controlo,

sumo de marmelo e kombucha de marmelo.

Tabela 5- Valores de SST comparativos entre os sumos e kombucha.

Média + Desvio Padrao

Marmelo 5,702 + 0,40
K Marmelo 5,33" £ 0,45
Cereja 19,50 + 1,25
K Cereja 9,70 + 0,46
Controlo 5,002 + 0,20
Controlo + acicar 5,402 + 0,15

1 letras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05)

Os SST diminuem durante o tempo de fermentacdo devido a sua utilizacdo pelos
microrganismos como fonte de energia, uma vez que estao diretamente ligados ao teor de
agucares presentes no meio (Chakravorty et al., 2016). Como resultado, os niveis de SST nas

kombuchas tendem a ser mais baixos em comparagdo com os sumos.
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5.3 Teor alcodlico em volume

Uma das grandes preocupacoes na producao da kombucha foi o controlo da producao de
etanol durante o processo, pois as suas propriedades funcionais e potencialmente saudaveis
devem estar dentro do contexto de uma bebida nao alcoodlica. As bebidas devem ser
rotuladas como bebidas alcodlicas quando o seu teor alcodlico excede 1,2% (Parlamento
Europeu e Conselho Da Unido Europeia, 2011). Neste trabalho, todas as kombuchas

desenvolvidas apresentaram um valor abaixo de 0,5% como se pode verificar na Figura 12.

TAV
0.45
0.4
035
03
0.25
0.2

% Alcool

0.15

0.1
D
0
Marmelo Cereja Controlo

Figura 12- Valores de TAV nas diferentes kombuchas

A kombucha de marmelo e cereja apresentaram um valor mais baixo de alcool em
comparac¢ao com o grupo de controlo. Os alcoois volateis, sao produzidos principalmente
durante a fermentacdo e podem ser formados pelo metabolismo de leveduras e bactérias que
sdo intermediarios de altera¢des bioquimicas (Dartora et al., 2023). Esta diferenca pode ser
justificada pelo tempo de fermentacao curto e a adigao de 5g de agticar ao grupo de controlo,
uma vez que, o teor de acucar disponivel para a fermentacdo aumentou resultando numa
producao ligeiramente maior de alcool durante o processo de fermentacao em relacao a

kombucha de cereja e marmelo.
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5.4 Parametros nutricionais

5.41 Fibra

Para a determinacao do teor de fibra consideramos um grupo de 3 amostras de kombucha
de marmelo e cereja. Os resultados obtidos revelaram que a kombucha de marmelo
apresentou um teor de fibra de (0,40+0,04)%, enquanto a kombucha de cereja registou
(0,29+0,05)%. A kombucha de marmelo apresentou uma maior percentagem de fibra
devido as caracteristicas nutricionais do marmelo. O marmelo é muito rico em fibra,

especialmente quando cozido (Rasheed et al., 2018).

5.42 Determinacio do teor de acucares

Na determinacdo do teor de acucares por cromatografia ionica consideramos um grupo de 3
amostras de kombucha de marmelo e cereja. O objetivo principal foi comparar os niveis de
acucares antes e depois da segunda fermentacao. Em ambas as kombuchas, foi possivel

detetar dois monossacarideos (glucose e frutose) e um dissacarideo (sacarose) (Tabela 6).

Tabela 6- Tabela comparativa de agucares pré e pos fermentacdo anaerébia (48 horas).
Glucose Frutose Sacarose
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Marmelo 0,34°+0,03 0,392+0,09 0,732£0,07 0,822+0,11 2,99?+0,34 2,312+0,35
Cereja 2,68°+0,35 2,892+0,06 2,54°+0,32 2,99°+0,26 2,912+0,34 2,37°+0,71

1 letras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05)

Ambas as bebidas de kombucha mostraram diferencas nos niveis de acucares devido ao
processo de fermentacgdo. A kombucha de cereja tem niveis mais altos de acticares, tanto no
inicio quanto no final da fermentacdo, em comparacao com a kombucha de marmelo. A
kombucha de cereja apresentou diferencas significativas nos paradmetros da frutose e
sacarose. Contudo, quando existe um elevado teor de acticar nao significa necessariamente
que apresente um sabor mais doce, pois a quantidade de acidos organicos também é
importante na perce¢io do sabor da fruta (Milivojevi¢ et al., 2011). Além disso, o consumo
de acdcar é importante para a fermentacdo da SCOBY e resulta na producao de 4cidos

organicos, etanol, CO2 e celulose bacteriana (Fernando dos Santos et al., 2024).
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5.43 Composicao nutricional

A caracterizac¢ao nutricional das diferentes kombuchas é muito importante para o aumento
do conhecimento sobre estas, uma vez que existe pouca informacao disponivel. Deste modo,
os valores nutricionais obtidos para cada uma das kombuchas em estudo encontram-se

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Composi¢do nutricional das kombuchas de marmelo e cereja.

Kombucha Marmelo Kombucha Cereja
Valor energético (KJ) 82 + 2,58 155 £ 5,85
Valor energético (kcal) 19 + 0,52 37 + 1,38
Lipidos (g/100g) <LQ <LQ
Hidratos de carbono
4,66 £ 0,15 8,66 + 0,38
(g/100g)
dos quais acacares 3,52 + 0,26 8,25 + 0,43
Fibra (g/100g) 0,40 + 0,04 0,29 + 0,05
Proteina (g/ 100g) <LQ 0,31 £ 0,01
Sal (g) <LQ <LQ
Humidade (g /100g) 94,93 + 0,15 90,64 + 0,33
Cinzas (g/100g) 0,05 + 0,03 0,11 + 0,03

<LQ - valor abaixo do limite de quantificacao.

A kombucha de cereja destacou-se por ter um maior valor energético, maior teor de a¢tcares
e hidratos de carbono, e uma quantidade mensuravel de proteina em comparac¢iao com a
kombucha de marmelo. A kombucha de marmelo, por outro lado, apresentou um teor de
humidade ligeiramente superior e mais fibra, ao calcular a dose didria recomendada
segundo o Regulamento (ce) n.o 1924/2006 do Parlamento Europeu e do conselho de 20 de
Dezembro de 2006 relativo as alegacoes nutricionais e de satde sobre os alimentos, o calculo
da alegacdo para fibra é realizada por 100kcal ao aferir os valores resultou num valor de
0.79g/100Kcal na kombucha de cereja e 2.10g/100kcal de kombucha marmelo o que resulta
na possibilidade de alegar que a Kombucha de marmelo é “fonte de fibra”. Ambas as bebidas
tém valores muito baixos ou indetectaveis de lipidos e sal. Existe uma diferenca no valor de
hidratos de carbono, especialmente devido a cereja apresentar um maior teor de agtcar, em

compara¢ao com o marmelo.
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5.5 Analise sensorial

Para arealizagdo da prova sensorial hedénica, foi selecionado um painel de 68 consumidores
composto por 56% mulheres e 44% homens, com uma média de idade de 34 anos. Cada
consumidor provou 3 amostras, rotuladas com os c6digos 915 (controlo), 222 (marmelo) e
597 (cereja). Os provadores avaliaram essas amostras com base em critérios como aspeto,
sabor, aroma, textura e apreciacao global. No final, foi também ordenada cada amostra por
ordem de preferéncia e avaliada a intencido de compra de cada amostra por parte do painel

de consumidores.

Em relacio a amostra controlo teve uma apreciacao global de 6,44+1,65 e 62% dos
consumidores revelaram que compravam este produto caso estivesse no mercado.
Relativamente, a amostra de Marmelo esta teve uma apreciacao global de 6,35+1,52 em que
63% dos provadores revelaram a sua intencao positiva de compra do produto. Finalmente,
a amostra de Cereja foi a que teve apreciacao global mais baixa de 5,81+1,80 e apenas 44%
dos consumidores compravam este produto caso estivesse no mercado. Estes resultados

estao compilados nas Figura 13 e 14.

Apreciacdo Global Sabor

= N W A~ O

Textura Aroma

—Controlo Marmelo Cereja

Figura 13- Andlise sensorial hedonica comparativa das diferentes kombuchas
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Figura 14- Intencdo de compra nas diferentes kombuchas

Na Tabela 8, podemos observar a média da avaliacdo dos consumidores nos diferentes
atributos analisados, proporcionando uma visdo abrangente das suas percecoes e satisfacoes

em relacdo as kombuchas.

Tabela 8- Comparacdo dos diferentes parametros avaliados

Média' + SD Controlo Marmelo Cereja
Aspeto 6,512 + 1,85 5,882 + 1,69 6,65" + 1,66
Sabor 62 + 1,91 5,882 + 1,75 5,562+ 1,77
Aroma 5,262 + 1,02 6,19 + 1,70 5,24¢ + 1,77
Textura 6,982 +1,68 6,210 + 1,65 6,01¢ + 1,68
Apreciacao global 6,442 £+ 1,65 6,352 + 1,52 5,812 + 1,80

1 letras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05).

No geral todas as amostras tiveram uma boa aceitacdo, contudo ndo houve diferencas
significativas na apreciacdo global das diferentes kombuchas. As suas principais
caracteristicas sensoriais como o odor e o sabor sdo desenvolvidas através da atividade das
bactérias do 4cido acético e das leveduras (Sales et al., 2023). Os valores da apreciagao global
variam entre 6,68+1,12 (Jennifer & Surya, 2024), logo constatamos que todas as kombuchas

desenvolvidas se encontram dentro dos parametros de aceitabilidade. Com base na analise
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dos atributos avaliados, podemos observar que a textura e o aroma foram os que
apresentaram diferencas significativas nas diferentes kombuchas. Essas diferencas indicam
que os consumidores perceberam variacoes notaveis no aroma entre as diferentes
kombuchas, com a de marmelo a receber uma avaliacao mais alta. Relativamente a textura,
também apresentou diferencas significativas. Essas diferencas sugerem que a percecao da
textura varia significativamente entre as diferentes kombuchas, com o controlo a ser melhor
avaliado relativamente a esta caracteristica. Além disso, os consumidores demonstraram
uma maior inten¢do de compra da kombucha de marmelo em comparagdo com as outras

variedades.
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6 Conclusao

Nas primeiras fermentacoes, ao longo das repeticoes, os valores de pH indicaram que todas
as amostras se mantiveram dentro do intervalo considerado seguro para o consumo
humano, o que é essencial para garantir a sua seguranca microbiologica e as suas
caracteristicas organoléticas. Os valores de SST variaram conforme o tipo de fruta utilizada,
refletindo as diferencas naturais no contetido de ag¢ticares das mesmas. Em relacao ao TAV,
manteve-se abaixo de 0,5, assegurando o cumprimento da norma para bebidas nao
alcodlicas. Além disso, o facto de ser uma bebida e apresentar valores de fibra, demonstra
que a inclusao de frutas na producao de kombucha nao s6 enriquece o valor nutricional da
bebida, mas também pode aumentar a sua atratividade junto de consumidores preocupados
com uma alimentacdo equilibrada e saudavel. Relativamente ao teor de acucares, a
kombucha de cereja apresentou diferencas significativas na quantificacido da frutose e

sacarose quando comparada os valores pré e pos fermentacao.

Os resultados demonstraram que todas as amostras de kombucha apresentaram avaliacao
sensorial acima do limite de aceitacao. A kombucha de marmelo destacou-se, apresentando
melhores avaliagdes nos parametros de aroma e maior intencao de compra por parte dos
consumidores. Os parametros textura e o aroma, revelaram diferencas significativas entre
as diferentes kombuchas. Essas diferencas podem ser atribuidas as diferentes composicoes
quimicas das frutas utilizadas, que influenciam diretamente as caracteristicas finais do

produto.

As perspetivas futuras deste produto sao a estabilizacdo e manutencdo das caracteristicas
fisicas, quimicas, organoléticas e microbiologicas das kombuchas, este aumento de vida 1til
possibilitard uma maior rentabilidade para a producdo em massa. A caracterizagdo da
bebida kombucha ainda nao esté estabelecida, este trabalho vem garantir mais um passo
nesse processo caracterizando o efeito da adicao de sumos de fruta durante uma das fases
de fermentacdo, o proximo passo deste processo sera avaliar o efeito na saide humana
destas bebidas.
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Anexos

Anexo I- Questionario Prova sensorial de kombucha

Dados demograficos

Género Idade[ |
[] Feminino

[ ] Masculino

De seguida ira provar 3 amostras de Kombucha e avaliar os seguintes atributos: Aspeto,

Sabor, Aroma, Textura e Apreciacao global.

Aspeto

O 1 Extremamente desagradavel

O2
O3
O 4
O 5 Indiferente
Os
O
Os

O 9 Extremamente agradavel

Sabor

O 1 Extremamente desagradavel

O 2
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O3
O 4
O 5 Indiferente
Oe
O7
Os

O 9 Extremamente agradavel

Qual o sabor predominante que identifica na Kombucha?

O Marmelo

Cha

Frutos vermelhos
Maca

Cereja

O O O O O

Péra

Comentarios/observacoes:

Aroma

O 1 Extremamente desagradavel

O
O3
O 4
O 5 Indiferente
O
O
Os
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O 9 Extremamente agradavel

Textura

O 1 Extremamente desagradavel

O
Os
O 4
O 5 Indiferente
Os
o)
Os

O 9 Extremamente agradavel

Apreciacao Global

O 1 Extremamente desagradavel

O2
O3
O 4
O 5 Indiferente
Os
O
Os

O 9 Extremamente agradavel



Compraria este produto?

O Sim
O Nio

Ordene por ordem de preferéncia, da amostra que gostou mais para a que gostou menos.

Amostra preferida Amostra que menos gostou

Comentarios/observacoes:

Gratos pela sua colaboracao!
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