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RESUMO

A crescente demanda por alimentos funcionais tem impulsionado a colaboracdo entre a
comunidade cientifica e a industria de alimentos no desenvolvimento de produtos inovadores,
e com atividade bioldgica relevante para a saide humana. A kombucha emerge como uma
bebida fermentada com caracteristicas promissoras para preencher essa lacuna. Suas
propriedades funcionais estdo associadas aos compostos bioativos sintetizados durante a
fermentacgdo realizada por bactérias e leveduras contidas no biofilme celulésico (SCOBY). A
melhora da performance desses microrganismos e das caracteristicas bioativas da kombucha
pode ser obtida com novas alternativas de substratos para fermentacdo, como as flores
comestiveis, que sdo uma fonte natural rica em substancias bioativas. Visando atender essas
demandas, o presente estudo objetivou desenvolver kombuchas & base de Camellia sinensis
(cha preto) com adigdo das pétalas de Handroanthus albus (ipé amarelo) e Tropaeolum majus
(capuchinha), visando potencializar as propriedades bioativas e funcionais da bebida. Esta
investigacdo foi consolidada em trés etapas substanciais: otimizacdo das condi¢des de
fermentacdo do cha preto; otimizacdo da extracdo de compostos bioativos das pétalas de H.
albus e das folhas e pétalas de T. majus; e a cinética de fermentacdo das kombuchas com os
extratos florais. A metodologia de superficie de resposta sugeriu que a maior bioatividade da
kombucha padrdo (100% de cha preto) pode ser obtida com uma concentracdo de 12 g/L de
cha, 150 g/L de sacarose a 23 'C. Para 0 maior rendimento no processo de extracio de
compostos bioativos e atividade antioxidante das pétalas de H. albus, sugeriu-se o uso de 80
g/L de tecido floral, a 90 "C por 15 minutos, e para T. majus os parametros indicados foram 60
g/L de flor, a 90 "C por 10 minutos. As melhores condicBes de extragdo para as folhas de
capuchinha foram 8 g/L em etanol 50% a 70 "C. As kombuchas com adicéo dos extratos florais
apresentaram um comportamento fermentativo analogo ao da bebida tradicional, sugerindo uma
adaptacdo microbiana satisfatoria e conformidade com os critérios de seguranga estabelecidos
para a bebida. As kombuchas adicionadas de H. albus potencializaram a sintese de &cido
glucurdnico e agregaram o composto B-lapachona, enquanto os pigmentos antocianicos das
pétalas de T. majus contribuiram para aprimorar a atividade antioxidante das bebidas. O extrato
das folhas de capuchinha apresentou elevada concentracdo de compostos bioativos e atividade
antioxidante, sendo uma adicdo favoravel para aumentar o valor funcional de produtos
alimenticios. Apesar das divergéncias observadas entre a kombucha padrdo e aquelas
adicionadas de substrato alternativo, os tecidos florais demonstraram caracteristicas favoraveis
para incorporagdo de novos compostos na bebida, resultando em um produto final com maior
bioatividade e valor funcional.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Flores comestiveis. Antocianinas. Acido glucurdnico.
B-lapachona. HPLC.



ABSTRACT

The growing demand for functional foods has driven collaboration between the scientific
community and the food industry in the development of innovative products with biological
activity relevant to human health. Kombucha emerges as a fermented drink with promising
characteristics to fill this gap. Its functional properties are associated with bioactive compounds
synthesized during fermentation carried out by bacteria and yeast contained in the cellulosic
biofilm (SCOBY). Improving the performance of these microorganisms and the bioactive
characteristics of kombucha can be obtained with new alternative substrates for fermentation,
such as edible flowers, which are a natural source rich in bioactive substances. Aiming to meet
these demands, the present study aimed to develop kombuchas based on Camellia sinensis
(black tea) with the addition of Handroanthus albus (yellow ipé) and Tropaeolum majus
(nasturtium) petals, aiming to enhance the bioactive and functional properties of the drink. This
investigation was consolidated into three substantial steps: optimization of black tea
fermentation conditions; optimization of the extraction of bioactive compounds from H. albus
petals and T. majus leaves and petals; and the fermentation kinetics of kombuchas with floral
extracts. Response surface methodology suggested that the highest bioactivity of standard
kombucha (100% black tea) can be obtained with a concentration of 12 g/L tea, 150 g/L sucrose
at 23 °C. For the highest yield in the process of extracting bioactive compounds and antioxidant
activity from H. albus petals, it was suggested the use of 80 g/L of floral tissue, at 90 "C for 15
minutes, and for T. majus, the parameters recommended were 60 g/L of flower, at 90 "C for 10
minutes. The best extraction conditions for nasturtium leaves were 8 g/L in 50% ethanol at 70
‘C. The kombuchas with the addition of floral extracts showed a fermentative behavior
analogous to that of the traditional drink, suggesting satisfactory microbial adaptation and
compliance with the safety criteria established for the drink. The kombuchas added with H.
albus enhanced the synthesis of glucuronic acid and added the compound B-lapachone, while
the anthocyanin pigments from the petals of T. majus contributed to improving the antioxidant
activity of the drinks. Nasturtium leaf extract showed a high concentration of bioactive
compounds and antioxidant activity, being a favorable addition to increase the functional value
of food products. Despite the differences observed between standard kombucha and those added
with an alternative substrate, the floral tissues demonstrated favorable characteristics for the
incorporation of new compounds into the drink, resulting in a final product with greater
bioactivity and functional value.

Keywords: Antioxidant activity. Edible flowers. Anthocyanins. Glucuronic acid. B-lapachone.
HPLC.
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INTRODUCAO

A kombucha tem se destacado no mercado de produtos fermentados, sendo considerada
a bebida funcional e de baixo teor alc6olico mais popular do mundo. Sua principal caracteristica
consiste na presenca de um complexo simbiotico de bactérias e leveduras, que se encontram
dispersos em uma fase liquida acida e um biofilme flutuante, também denominado Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY). Para que o processo fermentativo da kombucha ocorra
é necessario imergir o SCOBY em um substrato nutritivo de cha e aclcar. Tradicionalmente o
tipo de cha mais utilizado é o cha preto, contudo, outras variedades como o cha verde e cha
oolong (também conhecido como chéa azul) podem ser utilizados. Ademais, alguns estudos
sugerem o emprego de outros substratos alternativos para fermentagdo como sucos de frutas,
extrato da soja, cha branco, especiarias e extratos de flores comestiveis.

A bebida fermentada pelos microrganismos da kombucha apresenta uma série de
componentes quimicos e nutricionais como acido acético, acido glucurénico, aguUcares,
polifendis, proteinas, vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 e B12), vitamina C, elementos
essenciais como Cu, Fe, Mn, Ni e Zn, além de diversos compostos bioativos. Frente a essa
composicao, acredita-se que a kombucha possa desempenhar efeitos profilaticos e terapéuticos
em diversas patologias no organismo humano. Os efeitos benéficos incluem potencial anti-
inflamatorio, antioxidante e antitumoral; fortalecimento do sistema imunoldgico; melhora das
funcdes hepaticas, gastrointestinais e do sistema nervoso central; prevencdo de doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas; além de proporcionar reducdo dos niveis de pressdo
arterial, colesterol circulante e glicemia.

Algumas culturas de plantas reconhecidas como “invasoras” ou “daninhas”, ainda sdo
espécies subutilizadas, mas que podem apresentar excelente composicdo para 0
desenvolvimento de novos produtos fermentados. Na ultima década essas plantas passaram a
ser reconhecidas como plantas alimenticias ndo convencionais (PANC). As PANC séo espécies
de plantas selvagens com aptidao alimenticia, apresentam crescimento espontaneo, baixo custo,
limitada exigéncia para cultivo, elevado potencial nutricional e relevante recurso genético. A
exclusdo dessas plantas na alimentagdo cotidiana da populacdo ocorreu em face a agricultura
convencional, que limitou a dieta contemporanea a uma menor diversidade de espécies. Alguns
estudos enfatizam a possibilidade de que as plantas ndo convencionais apresentem uma
composicao nutricional favoravel para consumo humano.

No Brasil, a espécie florestal Handroanthus albus configura uma espécie de PANC,

sendo popularmente reconhecida como ipé amarelo. A entrecasca e as flores do ipé podem ser
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utilizadas para fins alimenticios, e sdo consideradas fontes de compostos bioativos e
metabdlicos secundarios, 0s quais possuem atividades farmacologicas favoraveis para a sadde
humana. Na literatura sao encontrados registros acerca dos possiveis efeitos anti-inflamatérios,
antibacterianos, potencial neuroprotetor e melhora do prognéstico em quadros de obesidade,
obtidos atraves dos compostos extraidos da espécie H. albus.

A espécie Tropaeolum majus popularmente conhecida como capuchinha, caracteriza-se
como uma planta herbacea, da qual as folhas, flores e sementes apresentam potencial
alimenticio. Diversos compostos como flavonoides, &cidos graxos essenciais (oleico e
linoleico), vitamina C e luteina sdo encontrados naturalmente na planta. Essas substancias
apresentam potencial antiproliferativo contra células cancerosas, efeitos benéficos na melhora
do prognostico de quadros hipertensivos, inflamatorios e infeccdes das vias urinarias.

Diante deste cenario, observa-se que as PANC emergem como um excelente recurso
natural para o desenvolvimento de novos estudos, que objetivem explorar a viabilidade de
aplicacdo dessas plantas em produtos alimenticios. O desenvolvimento de substratos
alternativos para fermentacdo de kombucha, visando agregar valor nutricional a bebida, bem
como potencializar seus efeitos farmacoldgicos, também configura uma lacuna a ser explorada
pela comunidade cientifica. Assim, esta pesquisa tem por objetivo otimizar as condi¢cfes de
fermentacdo de kombucha a base de cha preto com a adi¢do de extratos das flores de de H.
albus e T. majus, com a proposta de determinar 0s parametros ideais para maximizacao de
compostos bioativos na bebida final. Espera-se que os substratos alternativos possam agregar
maior valor funcional a kombucha, e por consequéncia proporcionar beneficios a satde do
consumidor. Os achados desta pesquisa poderdo nortear outras investigagdes, principalmente
porque até o presente, este é o primeiro registro sobre o uso das flores de H. albus em produtos

fermentados.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
Otimizar as condicdes de fermentacdo da kombucha de Camellia sinensis (cha preto)
adicionada de extratos das flores de Handroanthus albus (ipé amarelo) e Tropaeolum majus

(capuchinha), visando maximizar as propriedades bioativas e funcionais da bebida.

Objetivos especificos

e Otimizar a extracdo de compostos bioativos das flores de ipé amarelo (Handroanthus
albus) e capuchinha (Tropaeoleum majus);

e Analisar a atividade antiglicémica dos extratos florais obtidos;

e Otimizar o processo de fermentagdo de kombucha com ché preto (Camellia sinensis),
visando as melhores condi¢6es de temperatura, concentracdo de cha e teor de sacarose para
maior obtencdo de compostos bioativos;

e Estudar a cinética de fermentacdo das kombuchas a base de cha preto e adicionadas dos
extratos florais;

e Auvaliar a cinética da concentracdo de compostos bioativos, acido glucurénico e atividade
antioxidante das kombuchas desenvolvidas;

e Otimizar as condigdes de extragdo de compostos das folhas de T. majus.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 KOMBUCHA
1.1.1 Definicdo E Histérico Da Kombucha

Segundo a Instrucdo Normativa n® 41, de 17 de setembro de 2019, a kombucha pode ser
definida como uma “Bebida fermentada obtida por meio da respiracdo aerdbia e fermentacao
anaerobia do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e aglcares por cultura
simbiotica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY)” (Brasil, 2019). O
acronimo “SCOBY” deriva da expressdao em inglés “Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast”,
que consiste no complexo simbiotico de bactérias acéticas, laticas e leveduras organizadas em
uma placa celul6sica imersa na fase liquida da kombucha (Cardoso et al., 2020). Segundo
registros acerca da etimologia da palavra kombucha, a expressido “kombu” estaria associada a
uma alga marinha, a qual foi utilizada como precursora do SCOBY. Ao passo que, o sufixo
“cha” teria sido empregado devido aos chés utilizados como substrato para o complexo
simbidtico de microrganismos (Jarrell; Cal; Bennett, 2000).

Historicamente, ha registros de que a kombucha teve suas origens no nordeste da China,
por volta de 220 a.C. Na época, a bebida ficou conhecida como “remédio da imortalidade”, pois
seu consumo era recomendado para fins desintoxicantes e energizantes. Outros relatos
mencionam que em 414 d.C., a kombucha proveniente da Coréia foi trazida para o Japéo, pelo
doutor Kombu, com a finalidade de solucionar os problemas digestivos do imperador Inkyo
(Greenwalt; Steinkraus; Ledford, 2000). Posteriormente a kombucha alcancou a Rdssia e
Europa Oriental por meio das rotas comerciais, que se estendiam além do Extremo Oriente
(Jayabalan et al., 2014). Além disso, ha relatos de que o consumo da kombucha remonta desde
a Segunda Guerra Mundial (Nielsen, 2018). Contudo, a popularidade da bebida tornou-se mais
evidente nas ultimas décadas. Segundo relatorios do Google Trends (2023), o interesse de
pesquisa pelo termo “kombucha” aumentou mais de 3,5 vezes entre os anos de 2013 (24) e 2023
(85). Enfatizando que o pico maximo (100) de popularidade da bebida foi alcancado em janeiro
de 2020, coincidindo com o inicio da pandemia da COVID-19. Esse fato possivelmente esta
associado ao fortalecimento do sistema imunoldgico promovido pela kombucha (Kapp;
Sumner, 2019).

1.1.2 Microrganismos Da Kombucha
O tipo de microrganismo presente na kombucha pode variar de acordo com alguns

fatores como substrato utilizado para fermentagdo, origem geografica da cultura, clima da
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regido, entre outros (Bishop et al., 2022). Assim, ndo ha uma padronizacdo da microbiota do
SCOBY. Contudo, um amplo espectro de culturas ja foi identificado na matriz celulésica da
kombucha, incluindo bactérias acéticas do género Acetobacter, Gluconacetobacter,
Komagataeibacter, Bacterium e Tanticharoenia. Os géneros de bactérias laticas ja detectadas
foram Lactobacillus e Oenococcus. Em termos de leveduras, destacam-se os géneros Candida,
Dekkera, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Lachancea, Sporopachydermia,
Sugiyamaella, Saccharomyces e Zygosaccharomyces (Chakravorty et al., 2016).

Durante o processo fermentativo da kombucha, a enzima invertase, derivada das
leveduras, catalisa a hidrélise da sacarose, convertendo-a em glicose e frutose. Nesta fase
também ocorre a producdo de etanol, CO; e &cidos organicos. Por outro lado, as bactérias
continuam o processo por meio da conversao de glicose em acido glucurdnico, e da frutose e
do etanol em &acido acético. Assim, estas substancias conferem a kombucha uma caracteristica
acida, com pH préximo a 3,0 o que contribui para a preservacdo da bebida contra
microrganismos patogénicos. Isso porque, esses organismos ndo possuem capacidade de
crescimento em meios com pH inferior a 4, visto que a disponibilidade de oxigénio em meio
acido é reduzida (Leal et al., 2018). Contudo, um pH inferior a 2 tende a agregar caracteristicas
sensoriais desfavoraveis a bebida (Coton et al., 2017). J& um pH acima de 4,2 pode provocar a
destruicdo de algumas espécies de leveduras presentes naturalmente no SCOBY da kombucha
(Leal et al., 2018). A Figura 1 ilustra um fluxograma que destaca os principais microrganismos
e processos relacionados a fermentacdo e a sintese de compostos na kombucha.

Entretanto, € valido ressaltar que alguns fungos micotoxigénicos como Bacillus anthrax,
Penicillium e Aspergillus apresentam a capacidade de se desenvolver no substrato da
kombucha, mesmo diante de um pH &cido (Coton et al., 2017). Os metabdlitos secundarios
produzidos por esses organismos podem desempenhar efeitos toxicos e carcinogénicos no corpo
humano. Assim, todos os procedimentos para elaboracdo da kombucha devem ser realizados
em ambiente devidamente higienizado, e com uso de utensilios nas mesmas condigdes, visando
prevenir a contaminacgdo e crescimento de microrganismos indesejaveis (Leal et al., 2018).
Dessa forma, a fermentacdo da kombucha deve iniciar com um pH <5 e reduzir para valores
préximos a 2,5 em aproximadamente 7 dias. Se em um periodo de 7 dias o pH da bebida ndo
alcangar um valor de pelo menos 4,2 provavelmente a cultura esta contaminada, ou a
temperatura de fermentacdo esta muito baixa (< 20 "C). Nesse caso o descarte do contetido é

recomendado (Nummer, 2013).



Figura 1 — Fluxograma dos processos microbianos na fermentacéo da kombucha.
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1.1.3 Preparo Da Kombucha

21

A primeira etapa de elaboracdo da kombucha consiste no preparo do mosto de

fermentagdo. Esse meio fermentativo utilizado como substrato é tradicionalmente preparado

com infus@es das folhas de Camellia sinensis como cha o preto, verde, mate, vermelho, zijuan

e oolong (cha azul) (Bishop et al., 2022; Zou et al., 2021). O cha deve ser preparado pelo

método de infusdo com uso de 4gua em temperaturas superiores a 75 "C, visando a eliminagdo

de possiveis patdgenos vegetativos (Figura 2) (Nummer, 2013). O preparo da kombucha

também demanda a adi¢do de 5 a 20% de sacarose, uma vez que a sacarose é utilizada como
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fonte principal de carbono e nutrientes para o desenvolvimento dos microrganismos. Além
disso, durante a producdo de uma nova bebida fermentada pelo complexo simbidtico da
kombucha, é importante acrescentar cerca de 10% do conteudo da fermentacéo anterior. 1sso
porque, o conteudo ja fermentado acidifica o pH do meio, 0 que evita a contaminacdo da bebida
por organismos patogénicos, embora alguns subprodutos metabdlicos do SCOBY como o acido
acético, também imprimam atividade antibacteriana (Leal et al., 2018).

A col6nia microbioldgica fermentadora da kombucha inicia o processo fermentativo
qguando imersa no substrato de cha acucarado. Essa etapa pode ser compreendida como
Primeira Fermentacgdo. Por meio desse processo, 0 complexo simbiotico da kombucha é capaz
de converter o cha e a sacarose em uma bebida gaseificada, ligeiramente &cida, refrescante e
tipicamente efervescente. Além disso, em cada fermentacdo uma nova placa celulésica de
bactérias e leveduras é formada, a qual pode ser utilizada como starter (iniciante) em uma
préxima fermentacdo (Coton et al., 2017).

A faixa de temperatura de fermentacéo ideal é de 22 a 28 "C, pois essa é uma condigio
propicia e imprescindivel para a multiplicacdo microbiana da kombucha (Bishop et al., 2022).
A Primeira Fermentacdo pode ser conduzida durante 7 até 60 dias, sendo os melhores
resultados para a composic¢do fisico-quimica e nutricional obtidos em uma média de 14 dias
(Villarreal-Soto et al., 2018; Niziot-Lukaszewska et al., 2020). Isso porque, durante o inicio do
processo fermentativo ocorre a polimerizacdo de compostos bioativos, o que reduz a
concentracdo destas substancias na bebida. Contudo, ao atingir um periodo aproximado de 14
dias, a fermentacdo promove a despolimerizacdo destes compostos, o que implica no aumento
de suas concentragdes no produto final (Niziot-Lukaszewska et al., 2020).

Entretanto, apesar do aumento na concentracdo de compostos bioativos da kombucha
com a progressao da fermentacao, a incubacdo prolongada nédo é recomendada. Isso porque, 0
gas carbonico produzido pelo complexo simbidtico pode ficar acumulado na interface entre o
biofilme e a fase liquida acida, o que pode bloguear o transporte de nutrientes para 0s
microrganismos (Villarreal-Soto et al., 2018). Ademais, um periodo de fermentacdo muito
extenso pode elevar a acidez da bebida para niveis potencialmente prejudiciais aos
consumidores. O aumento da acidez ocorre em virtude dos &cidos produzidos durante a
fermentacao, o que implica na reducéo dos valores de pH, que devem estar entre 2,5 € 4,2 até 0
final da fermentacdo (Brasil, 2019). Essa faixa de pH toleravel, consiste em um parédmetro de
controle da inocuidade e qualidade da bebida. Valores de pH abaixo de 2,5 indicam elevada

concentracdo de &cido acético, que em contato com o sistema digestivo humano pode conferir
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riscos a saude (Jakubczyk et al., 2020). Kombuchas com valores de pH acima de 4,2
possivelmente tiveram algum tipo de contaminagdo por microrganismos patogénicos, que se
desenvolvem em uma faixa de pH alcalino ou proximo do neutro como Clostridium botulinum
(pH 6timo 4,8 a 8,5), Clostridium perfringens (pH étimo 4,5 a 9,5) e Bacillus cereus (pH 6timo
5a9,3) (Cardoso et al., 2020; Nummer, 2013).

A etapa de Segunda Fermentagéo da kombucha consiste em um processo opcional para
saborizacdo da bebida. Nessa operacdo somente o liquido fermentado sera utilizado, no qual
poderdo ser acrescidas frutas e/ou sucos, mel ou especiarias para agregar sabor e valor
nutricional & bebida, que iniciara um novo processo fermentativo (Figura 2) (Morales, 2020).
Ao final desse processo, o conteiido fermentado tende a apresentar certo teor alcéolico, devido
a producdo de alcool, o qual é resultante das variacbes do processo fermentativo e/ou sua
duracdo. Entretanto, a kombucha € classificada como uma bebida ndo alcodlica, visto que o teor
de etanol produzido é baixo, variando entre 1 e 3% conforme o tempo de fermentacéo (Coton
etal., 2017).
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Figura 2 — Fluxograma das etapas de processamento da kombucha

Primeira Fermentagio

Preparo do cha:
4 a 5g das folhas da erva
1L de aguaa 74 °C
Infusdo por 10 minutos

i

Preparo do meio de fermentagdo:
Remogio das particulas sélidas do cha
Resfriamento até 25 'C
Adicdo de 5 a 20% de aclicar

l

Fermentacdo:
Adigdo de 10% de kombucha previamente fermentada
Adicdo do SCOBY
Vedagdo do recipiente com material poroso
Incubacio por 7 a 15 dias — temperatura de 25 a 28 °C

A
r N
Refrigeragdo: Segunda Fermentacio
Remocio do SCOBY
Adigio de sucos e/ou polpa de frutas, mel ou
especiarias
Envase em recipiente hermeticamente fechado — 3 a
Consumo: 5 dias (25228 °C)

Refrigeragio a 5 °C
Consumo maximo de 118 mL/dia l

Consumo:
Remogio das particulas solidas
Refrigeragdo a 5°C
Consumo maximo de 118 mL/dia

Adaptado de Nummer (2013) e Villarreal-Soto et al. (2018)

1.1.4 Substratos Alternativos Para Fermentagdo De Kombucha
A kombucha é tradicionalmente fermentada em infusbes das folhas de Camellia

sinensis, porque essa matéria-prima contém uma diversidade interessante de compostos
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bioativos como a catequina, epigalocatequina, epicatequina, teaflavina e tearubigina (Morales,
2020). Quando associados ao processo de fermentacdo, esses compostos potencializam a
atividade antioxidante da kombucha (Permatasari et al., 2022). Por isso, é evidente que, além
da microbiota do SCOBY e do tempo de fermentacéo, o tipo de cha utilizado como substrato
influenciara diretamente nas propriedades bioativas da bebida final (Jakubczyk et al., 2020).
Assim, outras espécies vegetais com uma composicao bioativa robusta e variada, emergem
como potenciais substratos alternativos para fermentacdo de kombucha.

Algumas pesquisas ja exploraram novas alternativas de substratos como infusdes de
Rhizophora mucronata (Hardoko et al., 2020) e Moringa oleifera (Primiani et al., 2018).
Especiarias como manjericdo (Ocimum basilicum) (Yikmis; Tuggim, 2019), salsa
(Petroselinum crispum), hortelda (Mentha spicata), urtica (Urtica dioica), tomilho (Thymus
vulgaris), sabugueiro (Sambucus nigra) (Vitas et al., 2020) e canela (Cinnamomum verum)
(Shahbazi et al., 2018) também j& foram investigadas. Outra categoria de material vegetal de
interesse para investigacOes cientificas é a das flores comestiveis. As espécies de inflorescéncia
Malvaviscus arboreus (Silva et al., 2021), Achillea millefolium (Vitas et al., 2018), Clitoria
ternatea (Permatasari et al., 2022; Wongthai et al., 2021), Nelumbo nucifera (Wongthai et al.,
2021) e Echinacea (Ozyurt, 2020), foram aplicadas na fermentacdo de kombuchas e
demonstraram desfechos satisfatorios em termos de composi¢éo bioativa e funcional da bebida.

1.1.5 Legislacdo Nacional E Internacional

A nova pelicula microbiana formada durante a fermentacdo da kombucha pode ser
utilizada individualmente, como uma coldnia iniciadora em um novo processo fermentativo.
Por isso, 0 SCOBY pode ser compartilhado de maneira informal entre os consumidores que
desejam cultivar e produzir a bebida. Contudo, esse cenario confere maiores riscos de
contaminacdo da bebida, o que dificulta o controle sanitario do produto fermentado. Assim,
frente ao crescente consumo de kombucha e a falta de padronizacdo dos processos de producao,
Nummer (2013) publicou um relatério de analise de riscos e diretrizes de processamento de
kombucha, baseado no Cddigo Alimentar da Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos. O documento discorre sobre 0s potenciais riscos bioldgicos e quimicos da kombucha,
pardmetros para controle da seguranca e inocuidade da bebida, e procedimentos operacionais
padronizados recomendados, visando as boas préaticas de fabricacao.

No Brasil, 0 Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a

Instrucdo normativa n” 41 (Brasil, 2019), que trata dos padrdes de identidade e qualidade da
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kombucha. Nesse documento, o item 5.2.1 autoriza o uso de infusfes de espécies vegetais em
agua, ou seus extratos, como ingrediente opcional para a producéo de kombucha. Essas infusdes
devem ser preparadas com base na Resolugdo RDC n’ 716/2022 (Brasil, 2022a), que trata dos
padrdes sanitarios para o preparo de chas e outros produtos. Em complemento, a Instrucéo
Normativa n” 159/2022 (Brasil, 2022b) descreve a lista de vegetais e suas partes autorizadas
para o preparo de ch&s ou uso como especiarias. As espécies vegetais ndo citadas nesse
documento, poderdo ser utilizadas para consumo, desde que estejam em conformidade com as
exigéncias da Resolugdo RDC n° 17/1999 (Brasil, 1999), a qual dispde sobre as diretrizes
basicas para avaliacdo do risco e seguran¢a de alimentos. Assim, todas as matérias-primas
utilizadas para fermentagdo de kombucha deverdo estar em conformidade com as normativas
vigentes, ou atender aos requisitos para comprovacdo de seguranca de uso, pautando-se em

evidéncias cientificas aplicaveis.

1.1.6 Composigdo Fisico-Quimica E Nutricional Da Kombucha

As propriedades fisico-quimicas e a composi¢do nutricional da kombucha podem ser
influenciadas por diversos fatores. A origem e composicdo do SCOBY influencia diretamente
nas caracteristicas do produto final, uma vez que 0s organismos presentes na microbiota da
kombucha s&o os agentes promotores da fermentacdo (Villarreal-Soto et al., 2018). As
condic@es extrinsecas determinadas para o processo fermentativo como teor de sacarose, tempo
e temperatura, representam fatores decisivos nas propriedades do fermentado (Leal et al., 2018).

A kombucha é composta de acidos como o acético, citrico, L-lactico, malico, tartarico,
malénico, oxalico, succinico, pirtvico, usnico e glucurdnico. O &cido glucurdnico configura
um dos compostos de maior interesse na kombucha, porque é considerado o principal agente
terapéutico da kombucha. Esse acido é produzido naturalmente pelo figado humano e apresenta
efeitos desintoxicantes. 1sso porque, possui a capacidade de se ligar aos xenobioticos presentes
no corpo e otimizar a excre¢do destas substancias toxicas atraves dos rins. Além disso, o &cido
glucurénico pode ser convertido em glucosamina (aminossacarideo), substancia associada a
sintese de colageno e preservacdo das cartilagens, 0 que consequentemente mantém a
integridade das articulagdes (Leal et al., 2018). Ademais, aminoacidos, aminas biogénicas,
purinas, pigmentos, enzimas hidroliticas, etanol, polifendis, minerais, anions, acido D-sacérico-
1,4-lactona (DSL), produtos metabdlicos de leveduras e bactérias, vitaminas do completo B
(B1, B2, B6 e B12), vitamina C e compostos bioativos, tambem sdo nutrientes encontrados na
kombucha (Bishop et al., 2022).
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Os fitoquimicos sdo compostos biologicamente ativos, que conferem protecdo ao
organismo humano contra inflamagdes, infecg¢Oes e outras doengas (Permatasari et al., 2022).
Esses compostos bioativos sdo predominantemente representados pelos polifenois, que séo
considerados os antioxidantes mais abundantes na dieta humana. Os polifenois desempenham
atividades fundamentais na prevencdo de doengas relacionadas ao estresse oxidativo, como
alguns tipos de cénceres e doengas neurodegenerativas. Esses compostos apresentam a
capacidade de modular a atividade enzimatica e os receptores celulares no corpo humano, o que
confere uma estratégia de defesa contra o estresse oxidativo, o qual € desencadeado por espécies
reativas de oxigénio (Leal et al., 2018). Assim, os potenciais efeitos benéficos do consumo de
kombucha para a salde humana, estdo intimamente associados a presenca de polifendis na
bebida. Na kombucha, os polifendis sdo sintetizados durante o processo fermentativo, devido
ao efeito sinérgico dos diferentes compostos encontrados no cha utilizado como substrato
(Jakubczyk et al., 2020).

1.1.7 Beneficios Da Kombucha Para A Saide Humana

Diante da robusta e variada composicdo nutricional e bioativa da kombucha, o
fermentado é considerado um produto funcional, devido aos possiveis efeitos benéficos para a
salde. Esses beneficios ainda ndo foram comprovados em seres humanos, uma vez que 0sS
experimentos documentados na literatura foram desenvolvidos in vitro ou em modelos com
animais como camundongos, coelhos, patos, cdes, porcos, gado e frango (Afsharmanesh;
Sadaghi, 2014; Fu et al., 2015; Vina et al., 2014; Zhu et al., 2015). Assim, tem sido sugerido
que a kombucha pode promover o fortalecimento do sistema imunolégico; melhora das funcdes
hepéticas, gastrointestinais e do sistema nervoso central; prevencdo de doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas; reducdo dos niveis de pressdo arterial, colesterol
circulante e glicemia; satde das articulac6es; além de inibir a proliferacdo de células cancerosas
(Bishop et al., 2022). Essas alegacOes sdo associadas aos compostos bioativos como fendis,
flavonoides, acido glucurdnico, rutina, quercetina e vitaminas do complexo B, que
tradicionalmente sdo encontrados no mosto de fermentacdo, ou s&o sintetizados durante o

processo de producdo da kombucha (Permatasari et al., 2022).

1.1.7.1 Agéo Antioxidante
O estresse oxidativo no corpo humano é resultante de um desequilibrio entre a producéo

de radicais livres e os mecanismos de defesa antioxidante. Essa alteracdo metabdlica pode
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desencadear processos cancerosos, alteracdes cardiovasculares e doengas neurodegenerativas
(Morales, 2020). Por isso, a ingestdo de antioxidantes dietéticos configura uma das ferramentas
terapéuticas mais assertivas para restabelecer a homeostase oxidativa (Bishop et al., 2022). Os
polifendis sdo descritos como 0s compostos de maior acdo antioxidante, porque possuem a
capacidade de doar atomos de hidrogénio do grupo —OH ou elétrons. E com base nessa
habilidade de neutralizacdo dos polifendis, que muitos estudos estabelecem correlacdes
estatisticas entre o teor de compostos bioativos da kombucha e suas propriedades antioxidantes
(Morales, 2020).

A kombucha ja demonstrou eficacia em quadros de estresse oxidativo induzido em
modelos animais. Choi et al. (2023) observaram que a administracdo de kombucha de ginseng
(Panax ginseng) promoveu reducdo do estresse oxidativo em camundongos, em virtude do
aumento da atividade de enzimas antioxidantes. Similarmente, Gamboa-Gomez et al. (2017)
documentaram uma reducdo significativa dos niveis séricos de 6xido nitrico, em ratos tratados
com kombucha adicionada das folhas de carvalho (Quercus convallata e Quercus arizonica).
Em outro estudo, a enzima superdxido dismutase, que esta associada a protecdo das células
contra processos oxidativos, teve sua acao potencializada em roedores tratados com kombucha
de ché preto (Yang et al., 2008). O mesmo tipo de bebida reduziu a peroxidacao lipidica em
ratos expostos ao chumbo (Dipti et al., 2003). Esses desfechos sdo correlacionados aos
compostos bioativos presentes na kombucha, os quais potencializam as propriedades
antioxidantes da bebida. Além dos polifendis presentes no mosto, a atividade antioxidante da
kombucha pode ser potencializada durante o processo fermentativo, uma vez que a
bioconversdo microbiana dos polifendis conjugados promove a liberacdo de fendis livres
(Bishop et al., 2022).

1.1.7.2 Atividade Anticarcinogénica

O cancer ocupa a segunda posicdo no ranking de mortalidade global, sendo responsavel
por 1/6 das causas de morte no planeta. O processo de desenvolvimento do cancer tem uma
forte correlagdo com o estresse oxidativo, porque diversas vias de sinalizagéo intracelular estéo
associadas com espécies reativas de oxigénio (Ahmadi; Ebrahimzadeh, 2020). Diante da
compreensdo desses mecanismos, a kombucha emerge como um possivel agente
anticancerigeno, considerando o potencial antioxidante que desempenha no corpo humano.
Segundo dados revisados por Morales (2020), os mecanismos de agdo antiproliferativa e

anticarcinogénica dos polifendis da kombucha estdo relacionadas ao potencial que esses
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compostos possuem em modular vias de sinalizacdo e marcadores de proliferacdo celular,
atuando como inibidores do crescimento tumoral.

De acordo com o tipo de substrato utilizado para a fermentacéo da kombucha, diversos
compostos bioativos podem ser obtidos. Por consequéncia, essa variedade de compostos pode
desencadear diferentes capacidades antiproliferativas, conforme observado em estudos in vitro.
A kombucha fermentada em cha preto demonstrou potencial antiproliferativo em linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7), c6lon humano (HCT-116) (Villarreal-Soto et al., 2019),
carcinoma colorretal (CACO-2) e carcinoma ileocecal colorretal (HCT-8) (Cardoso et al.,
2020). Quando fermentada em substratos alternativos, a kombucha também apresenta efeitos
antiproliferativos. Vitas et al. (2018) observaram capacidade antitumoral de kombucha
preparada com cha de mil folhas (Achillea millefolium), contra linhagens celulares derivadas
de rabdomiossarcoma humano (RD), carcinoma cervical (Hep2c) e fibroblasto murinho
(L20B). A adigao de polen multifloral em kombucha promoveu inibi¢cdo da multiplicagdo de
células CACO-2 (Utoiu; Matei; Toma, 2018), assim como, as folhas de mostarda (Brassica
tournefortii) inibiram células cancerosas do tipo MCF-7 (Rahmani et al., 2019). Esses achados
reforcam o potencial profilatico e terapéutico da kombucha para o corpo humano, no que tange

ao estresse oxidativo e multiplicacdo de células tumorais.

1.1.7.3 Atividade Hipoglicémica

O diabetes mellitus configura uma sindrome metabolica multicausal, caracterizada por
niveis elevados de glicose circulante, que pode ser acompanhada por distlrbios
cardiovasculares, neurolégicos e renais (Bai et al., 2020). Assim, o consumo de alimentos
dietéticos hipoglicemiantes é uma alternativa para individuos acometidos por essa patologia.
Em virtude do elevado teor de polifendis e propriedades antioxidantes da kombucha, a bebida
tem sido explorada como um potencial recurso terapéutico em quadros hiperglicémicos. 1sso
porque, 0s compostos antioxidantes promovem o aumento da captacdo de glicose celular e
inibem a absorgéo de glicose no intestino delgado. Além disso, também neutralizam os radicais
livres que podem danificar as células [ pancreaticas do figado, o que, por consequéncia,
estimula a secregdo de insulina, reduzindo os niveis séricos de glicose (Zubaidah et al., 2019).

Os potenciais efeitos hipoglicemiantes da kombucha fermentada em cha preto, ou com
substratos alternativos, vém sendo testados em modelos animais. Os niveis de glicose
plasmaética de roedores foram reduzidos significativamente com a administracdo de kombucha

de Salacca zalacca (Zubaidah et al., 2019). O mesmo cenério foi observado em camundongos
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obesos tratados com kombucha de carvalho (Gamboa-Gémez et al., 2017). J& a kombucha a
base de ché preto promoveu reducdo dos niveis de insulina plasmatica (Srihari et al., 2013) e
inibiu a atividade da enzima a-amilase pancreatica (Aloulou et al., 2012) em ratos diabéticos.
O potencial hipoglicemiante de kombucha fermentada com cha preto também foi avaliado em
experimentos in vitro. A bebida apresentou capacidade para inibir as enzimas a-amilase (Kallel
et al., 2012) e B-glicosidase (Watawana; Jayawardena; Waisundara, 2018), as quais estéo

relacionadas com o aumento dos niveis de glicose plasmatica.

1.1.7.4 Atividade Hipocolesterolémica

A hipercolesterolemia representa um dos principais fatores de risco para as desordens
cardiovasculares. Comumente, o tratamento farmacologico tem por objetivo reduzir a absor¢édo
do colesterol exdgeno e inibir a sintese enddgena (Gil-Ramirez; Morales; Soler-Rivas et al.,
2018). Os alimentos funcionais também podem atuar como agentes terapéuticos, visando a
melhora do prognostico em quadros de hipercolesterolemia (Morales, 2020). A kombucha
emerge como um recurso dietético interessante para esse cenario, uma vez que diversos estudos
alegam sobre suas propriedades hipocolesterolémicas (Aloulou et al., 2012; Doudi et al., 2020;
Yang et al., 2008; Zubaidah et al., 2019). Essas alegacdes estdo associadas aos polifenois
presentes na bebida, que atuam no metabolismo das gorduras. Os polifendis inibem a oxidacdo
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol), além de retardar a atividade da lipase
pancreatica, o que reduz a absor¢do de colesterol e triacilglicerol (Leal et al., 2018).

Esses desfechos foram observados com kombucha a base de cha preto, que promoveu
reducdo significativa dos niveis séricos de triglicerideos e LDL-colesterol em roedores, além
de retardar a atividade enzimatica da lipase (Aloulou et al., 2012). O mesmo cenario foi
observado em camundongos, que também tiveram reducdo nos niveis de colesterol total (Yang
et al., 2008). Similarmente, Doudi et al. (2020) documentaram reducdo dos triglicerideos e
LDL-colesterol em coelhos, além do aumento nos niveis de HDL-colesterol. O perfil lipidico
de roedores apresentou melhora em termos de redugdo do colesterol total, LDL-colesterol e
triglicerideos; bem como aumento de HDL-colesterol, ap6s a administragdo de kombucha de

Salacca zalacca (Zubaidah et al., 2019).

1.1.7.5 Acgéo Anti-Hipertensiva
Assim como os niveis elevados de colesterol sérico configuram um fator de risco para
as desordens cardiovasculares, a hipertensdo arterial também representa uma condicao

preocupante nesse ambito. A hipertensdo pode ser conceituada como uma complicacéao cronica,
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resultante da elevacdo persistente da pressdo arterial (Morales, 2020). O sistema renina-
angiotensina é o responsavel pela regulacdo da pressdo arterial, assim, o bloqueio desse sistema,
principalmente a enzima conversora da angiotensina (ECA), tem sido investigado como uma
estratégia para exercer efeitos hipotensivos no corpo humano (Chaudhary et al., 2020).

Os flavonoides presentes na kombucha ja foram documentados como potentes
inibidores da ECA (Vitas et al., 2020). Também podem promover o relaxamento da
musculatura lisa, contribuindo com a reducéo dos riscos de desenvolvimento de hipertenséo
arterial (Leal et al., 2018). Gamboa-Gomez et al. (2016) testaram o potencial inibitorio da ECA
para kombucha elaborada com Eucalyptus camaldulensis. Os resultados do estudo
demonstraram que a bebida fermentada apresentou efeito inibitério semelhante ao captopril,
que foi utilizado como controle. Kombuchas preparadas com cha de sabugueiro (Sambucus
nigra) e urtiga (Urtica dioica) também apresentaram efeito inibitério significativo sobre a
enzima conversora (Vitas et al., 2020). Esses desfechos comprovam o potencial profilatico e
terapéutico que a kombucha pode desempenhar no organismo humano, atuando no espectro das
doencas cardiovasculares e seus fatores de risco associados como a hipercolesterolemia e a

hipertensao arterial.

1.1.8 Potenciais Riscos Para A Saide Humana

A kombucha ndo é declarada como uma bebida téxica para consumo humano. Contudo,
alguns estudos relatam uma possivel associacdo entre o consumo da bebida fermentada e
quadros de hiponatremia, acidose latica, complicacfes renais, pulmonar e hepatica (Bailowitz
et al., 2017; Leal et al., 2018; Holbourn; Hurdman, 2017). Esses quadros podem estar
associados ao consumo excessivo de uma bebida com pH muito baixo (< 2). Ou ainda, ao
processo de lixiviacdo de metais pesados provenientes do recipiente de preparo da kombucha.
Ademais, o consumo de kombucha por individuos com problemas de salde pré-existentes e
suscetiveis a acidose, como HIV e insuficiéncia renal aguda, também pode desencadear efeitos
colaterais atipicos (Leal et al., 2018). Apesar dessas associacdes, a kombucha ndo pode ser
considerada toxica, uma vez que as evidéncias apresentadas ndo sdo substanciais para atestar
sua toxicidade (Jayabalan et al., 2014).

O consumo da bebida ndo e encorajado para gestantes, em virtude do possivel teor de
heparina proveniente do chd. A heparina consiste em um composto quimico que inibe as
proteinas do sistema de coagulacdo, o que provoca um disturbio sanguineo denominado

hemofilia, ou “sangue fino”, como ¢ popularmente conhecido (Bishop et al., 2022; Kapp;
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Summer, 2019). O consumo de kombucha também pode desencadear efeitos adversos a satde
bucal, pois a presencga de taninos na bebida pode levar ao escurecimento dental. Além disso,
em virtude do pH mais acido, a kombucha pode ocasionar uma degradacdo do esmalte dentario
(Bishop et al., 2022). Contudo, essas intercorréncias bucais estdo mais associadas ao consumo
excessivo e em longo prazo. Assim, apesar das implicacBes descritas, a kombucha néo é
considerada prejudicial para consumo humano. A dose diaria recomendada e considerada

segura para individuos saudaveis é de até 118 mL (Kapp; Sumner, 2019).

1.2 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS
1.2.1 Conceito E Historico

Existem diversas estimativas acerca do numero de espécies de plantas identificadas
mundialmente, contudo, ndo ha um consenso na literatura que contemple sua totalidade.
Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura (FAO),
existem cerca de 400.000 espécies de plantas reconhecidas, das quais 30.000 sdo comestiveis.
Contudo, mesmo diante de tamanha diversidade existente, somente 150 culturas sdo produzidas
em escalas significativas para fins de comercializacdo (FAO, 2020). Dentre essas culturas,
destacam-se cereais como o milho, com uma produg¢do mundial de mais de 1 bilh&o de toneladas
em 2018; o arroz (782.000.147 toneladas) e leguminosas como o feijdo (30.434.280 toneladas),
que perfazem cerca de 60% da ingestdo caldrica diaria da populacdo (FAOStat, 2018). Essas
espécies reconhecidas como “tradicionais” ou “convencionais” sdo o principal alvo dos
sistemas de producéo agricola modernos (Hunter et al., 2019).

Para fins de conceituacdo, compreende-se como planta alimenticia ou comestivel,
aquela que apresenta uma ou mais partes que podem ser utilizadas na alimentacdo humana
(raizes, tubérculos, folhas, brotos, flores, frutos e sementes) (FAO, 1992). Pautando-se nesse
conceito, algumas espécies de plantas selvagens com aptiddo alimenticia, reconhecidas pelas
geragdes mais atuais como “invasoras” ou ‘“daninhas” ainda sdo culturas negligenciadas e
subutilizadas (Hunter et al., 2019). Em virtude disso, também sao espécies pouco exploradas
pela comunidade cientifica (Thongam; Konsam; Handique, 2016). Entretanto, alguns estudos
tém direcionado os objetivos de suas pesquisas na investigacdo dessas culturas, empregando
termos como “vegetal ndo convencional” (Ziegler et al., 2020), “plantas selvagens comestiveis”
(Chandra et al., 2016), ou plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) (Kinupp; Lorenzi,
2014).

Essas plantas ndo convencionais apresentam crescimento espontaneo, baixo custo,

limitada exigéncia para cultivo, elevado potencial nutricional e s&o um relevante recurso
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genético. A exclusdo dessas espécies na alimentacao cotidiana da populagdo ocorreu em face a
agricultura convencional, que limitou a dieta contemporanea a uma menor diversidade de
culturas (Chandra et al., 2016; Sato et al., 2019). A distribuicdo das PANC é restrita a
determinadas localidades ou regides, em virtude disso exercem grande influéncia na
alimentacéo e na cultura de populagdes tradicionais (Thongam; Konsam; Handique, 2016). A
Tabela 1 exemplifica algumas espécies de plantas consideradas ndo convencionais na
alimentacéo dos brasileiros.

Historicamente a alimentacdo humana perpassou diversas alteragdes e modismos
temporarios, com forte influéncia da midia, interesses econdmicos e descobertas cientificas.
Diante deste cenario, a especializacdo dos conhecimentos sobre determinadas espécies de
plantas ficou evidente, ao invés da diversificacdo alimentar. Assim, observa-se certa escassez
de estudos voltados a um conhecimento mais profundo sobre as PANC (Kinupp; Lorenzi,
2014). Entretanto, algumas obras podem ser destacadas, a fim de enfatizar os primeiros registros
das plantas que foram negligenciadas nas Gltimas décadas. A nivel nacional, as publicacdes de
Mattos (1954; 1978) sobre frutiferas nativas comestiveis, as quais foram desenvolvidas na
regido do Rio Grande do Sul, podem ser considerados os primeiros registros sobre espécies
pouco convencionais para consumo a época. Ainda, na mesma regido, Carneiro (1998; 2004)
conduziu dois estudos sobre plantas intituladas como adventicias comestiveis ou ruderais com
potencial alimenticio, corroborando com o estudo de Kinupp (2007) sobre plantas alimenticias
ndo convencionais, que foi desenvolvido na regido metropolitana de Porto Alegre — RS. A
pesquisa identificou cerca de 1,5 mil espécies nativas, das quais 311 apresentaram potencial
comestivel. Em 2010, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou
0 Manual de Hortalicas Ndo Convencionais, no qual algumas variedades de PANC s&o
identificadas e seu consumo é incentivado por meio de receitas presentes no material (MAPA,
2010).

Ademais, é valido ressaltar que, de forma semelhante as plantas convencionais, a
incidéncia de PANC em determinadas regibes pode variar conforme fatores climaticos,
condicBes do solo e até mesmo histérico de ocupacgdo da area (Kinupp; Lorenzi, 2014). Nas
regibes da Argentina e México, foram registradas cerca de 1,3 toneladas/hectare e 2,1
toneladas/hectare, respectivamente, de fitomassa comestivel composta por plantas néo
convencionais (Diaz-Bettancourt, 1999). Em um estudo publicado na Italia, foram identificadas
1.097 espécies de vegetais que poderiam ser utilizadas para diversificar a alimentagdo humana.

A pesquisa foi baseada em uma revisdo da Mansfeld’s Encyclopedia of Agricultural and
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Horticultural Crops, considerado o material mais completo e consistente para uma anélise a
nivel global (Meldrum et al., 2018).

Tabela 1 — Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) popularmente conhecidas no

Brasil.
(Continua)
Nome popular Familia Espécie
Abrunheiro-bravo Rosaceae Prunus spinosa
Aipo-dos-cavalos Apiaceae Smyrnium olusatrum
Aipo-chimarrdo Apiaceae Cyclospermum leptophyllum
Alfafa Fabaceae Medicago sativa
Alfarrobeira Fabaceae Ceratonia siliqua
Araticum Annonaceae Rollinia sylvatica

Arnica do mato
Aroeira
Azedinha
Azinheira
Beldroega
Brunéla ou prunela
Bolsa-de-Pastor
Buva
Brinco de princesa
Bertalha
Café-do-mato
Capuchinha
Chicoria-do-Café
Cardo

Carquejinha

Chaya ou espinafre de arvore

Chapéu-de-couro

Cebolinha-de-perdiz

Cara-de-caboclo

Cimbaléaria-dos-muros

Chenopodiaceae
Anacardiaceae
Oxalidaceae
Fagaceae
Portulacaceae
Lamiaceae
Brassicaceae
Asteraceae
Onagraceae
Basellaceae
Boraginaceas
Tropaeolaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Euphorbiaceae
Alismataceae

Amaryllidaceae

Alstroemeriaceae

Plantaginaceae

Chenopodium album
Pistacia lentiscus
Oxalis acetosella

Quercus rotundifélia

Portulaca oleracea
Prunella vulgaris
Capsella bursa-pastoris

Conyza bonariensis
Fuchsia magellanica
Anredera cordifolia
Cordia ecalyculata
Tropaeolum majus
Cichorium intybus

Scolymus hispanicus

Baccharis articulata

Cnidoscolus aconitifolius
Echinodorus grandiflorus
Nothoscordum gracile
Bomarea edulis

Cymbalaria muralis
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(Conclus&o)

Nome popular

Familia

Espécie

Dente-de-ledo
Espargo-bravo
Espadanas
Espinheiro branco
Erva-das-pombas
Guaco
Ipé-roxo
Lodéo
Marcela
Morugem ou erva- canaria
Medronheiro
Murta
Parietaria
Papoula-do-brejo
Picdo ou Pic&o-preto
Pic&o-branco
Serralha
Sabugueiro
Urtiga
Zambujeiro

Asteraceae
Asparagaceae
Typhaceae
Rosaceae
Amaranthaceae
Asteraceae
Bignoniaceae
Cannabaceae
Asteraceae
Caryophyllaceae
Ericaceae
Myrtaceae
Urticaceae
Malvaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Adoxaceae
Urticaceae
Oleaceae

Taraxacum officinale
Asparagus acutifolius
Thypha Latifolia
Crataegus monogyna
Chamissoa altissima
Mikania glomerata
Tabebuia avellanedae
Celtis australis
Achyrocline satureioides
Stellaria Media
Arbutus unedo
Myrtus communis
Parietaria officinalis
Hibiscus striatus
Bidens bipinnata
Galinsoga parviflora
Sonchus oleraceus
Sambucus australis

Urtica dioica

Olea europaea

Fonte: Adaptado de Kinupp; Lorenzi (2014).
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1.2.2 Composigdo Fisico-Quimica E Nutricional

O acrdonimo PANC esté relacionado as plantas que ainda ndo foram estudadas, ou pouco
exploradas pela comunidade técnico-cientifica e pela sociedade, mas que apresentam potencial
alimenticio (Kinupp; Lorenzi, 2014). Dessa forma, embora muitos autores enfatizem a
possibilidade de que as plantas ndo convencionais apresentem uma composi¢do nutricional
favordvel para consumo humano, esse aspecto ainda é tido com uma lacuna dentre as
publicaces cientificas. De modo geral, teores significativos de sais minerais, vitaminas, fibras,
carboidratos, proteinas e compostos bioativos podem ser obtidos através destas espécies
(Hunter et al., 2019).

Em um estudo que avaliou a composicao nutricional de oito PANC (Musa balbisiana
colla, Talinum triangulare, Chenopodium album, Stellaria media, Vitex nigando, Leucas
plukenetii, Paederia foetida e Enhydra fluctuans), o teor de proteina bruta variou entre 12,24%
e 28,80%. Ja o teor de carboidrato total oscilou entre 5,35% e 18,80%; enquanto os lipidios
foram obtidos entre 2,06% e 6,16%. O contetdo mineral total obtido pelo teor de cinzas variou
de 11,58% a 24,58% (Chandra et al., 2016). Esses resultados demonstram significativa
variabilidade de nutrientes entre as diferentes espécies de plantas ndo convencionais. Contudo,
essas divergéncias também podem ser observadas entre variedades da mesma espécie, o que foi
observado no estudo de Otegbayo et al. (2018), que objetivou caracterizar 43 gendtipos de
inhame nigeriano. Na pesquisa o teor proteico variou entre 3,2% e 8,71%. A concentragdo de
sacarose e amido diferiu entre 0,77% e 4,6%; e 49,57% e 86,73%, respectivamente. O teor de
cinzas variou de 2,29% a 6,69% entre os genotipos, sendo o potassio identificado como o
mineral mais abundante (775 mg/kg a 1890 mg/kg), seguido pelo ferro (10,71 mg/kg a 38,87
mg/kg) (Otegbayo et al., 2018).

No que tange a concentracdo de substancias bioativas, algumas espécies de PANC
apresentam elevados teores de compostos fenolicos e flavonoides, e por consequéncia
significativo potencial antioxidante (Bahadori et al., 2020; Chen et al., 2018; Rodrigues et al.,
2020; Santos et al., 2017). Rodrigues et al. (2020) determinaram o teor de fenais totais (82 mg
AG/100g) e a atividade antioxidante (19699 pg/100 mL — DPPH) da espécie Cnidoscolus
aconitifolius por diferentes métodos de extragdo e andlise. O potencial antioxidante da
variedade Prunella vulgaris determinado em seu estagio maduro de frutificacdo pelo método
DPPH foi de 74,36% (CHEN et al., 2018). Para a variedade Rumex Acetosa o maior contetdo
de compostos fenolicos obtido foi de 149 mg AG/g; engquanto a atividade antioxidante (DPPH)

foi igual a 163,4 ng/mL (Santos et al., 2017). Ja a espécie Stachys byzantina apresentou maior
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concentracdo de fendis totais (58,06 mg AG/g), flavonoides (34,7 mg RE/g) e atividade
antioxidante pelo método FRAP (312,44 mg TE/g), quando comparada as variedades S. inflata
e S. lavandulifolia (Bahadori et al., 2020).

Pautando-se nesses achados, é evidente que o amplo espectro de espécies de PANC
confere divergéncias entre as familias botanicas e seus géneros. Ademais, o tipo de método
empregado para extracdo e determinacdo de compostos, parece ser um dos fatores mais
influentes no momento da caracterizacdo. Portanto, as técnicas de extracéo das espécies devem
estar alinhadas as possiveis aplicacdes do material vegetal. Além do potencial de aplicacdo das
PANC na industria alimenticia, é notorio que o consumo das PANC pode conferir beneficios

para a saude humana, frente ao variado e robusto conteildo de nutrientes e compostos bioativos.

1.2.3 Flores Comestiveis

As flores também podem ser consideradas partes comestiveis de algumas plantas e essas
estruturas tém sido amplamente inseridas na alimentagdo humana (Garzén et al., 2015). O
comeércio de flores comestiveis tem sido consolidado no mercado nacional e internacional. No
Brasil, os estados de Séo Paulo e Minas Gerais destacam-se entre 0s maiores centros produtores
(Barros et al., 2020). Além de guarnecer pratos e conferir valor estético na alta gastronomia, as
flores podem agregar valor funcional as preparacdes, porque sdo consideradas fontes de
compostos bioativos (Chensom et al., 2019; Garzén et al., 2015). Algumas espécies de flores
com aptiddo alimenticia sdo ilustradas na Figura 3.

As espécies Begoniaxsemperflorens-cultorum, Cosmos sulphureus, Lathyrus odoratus,
Tropaeolum majus, Pentas lanceolate, Petuniaxhybrida, Primulaxpolyantha, Purple
Fragrance, Yves Piaget, Antirrhinum majus e Torenia fournieri foram avaliadas quanto ao teor
de compostos bioativos e atividade antioxidante no estudo de Chensom et al. (2019). A pesquisa
registrou teores de compostos fendlicos totais entre 1,47 mg AG/100g e 13,08 mg AG/100g. Ja
a atividade antioxidante total variou de 31,82 uM TE/100g a 317,91 uM TE/100g.
Similarmente, Garzon et al. (2015) investigaram o potencial antioxidante, o teor de compostos
fendlicos e a concentracdo de antocianinas presentes em trés variedades de flores de
Tropaeolum majus (cores vermelho, laranja e amarelo). A maior concentracdo de antocianinas
totais (114,5 mg Cy-3-glu/100g) e compostos fenolicos (908,7 mg AG/100g), bem como

potencial antioxidante mais elevado (18719 umol TE/100g) foram observados na flor vermelha.
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Figura 3 — Caracteristicas visuais de algumas espécies de flores comestiveis.

9 10 11 12
Nota: (1) Chrysanthemum morifolium; (2) Prunus pérsica; (3) Jasminum sambac; (4) Calendula officinalis; (5)
Gomphrena globosa; (6) Centaurea cyanus; (7) Tropaleum majus; (8) Hibiscus sabdariffa; (9) Clitoria ternatea;
(10) Dalia mignon; (11) Cosmos sulphureus; (12) Papaver rhoeas

Fonte: Autoria propria (2023).

1.2.3.1 Ipé Amarelo (Handroanthus albus (Cham.) Mattos)

O género Handroanthus pertence a familia Bignoniaceae, e juntamente aos géneros
Tabebuia e Roseodendron, constituem um importante grupo de plantas neotropicas distribuidas
desde o sudoeste dos Estados Unidos ao norte da Argentina e Chile. As espécies florestais
pertencentes a esses géneros sao popularmente conhecidas como ipés. Os ipés sdo reconhecidos
e valorizados por suas caracteristicas ornamentais e qualidade da madeira produzida (Grose;
Olmstead, 2007). O periodo de floracdo se estende de junho a novembro, iniciando pelas
variedades de flores da cor roxa e rosa, seguidas das amarelas e finalizando o ciclo com as
inflorescéncias brancas. As florestas tropicais brasileiras dispdem de aproximadamente 40 tipos
de espécies de ipés, com predominio do género Handroanthus (Hamed et al., 2020; Suo et al.,
2013).

A espécie de ipé amarelo Handroanthus albus (Cham.) Mattos ocorre naturalmente nos
estados brasileiros, com énfase as regides sul e sudeste do pais. A &rvore pode alcancar até 30
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metros de altura e 60 centimetros de didmetro. As flores amarelas emergem entre os meses de
julho a setembro, enquanto a maturacao dos frutos inicia em outubro e se estende até novembro
(Lohmann, 2020). Os frutos ndo sdo comestiveis e possuem uma aparéncia semelhante a de
uma vagem revestida por uma membrana aveludada (Mattos, 1970). J& os tecidos florais
possuem aptiddo alimenticia e séo mencionados como potenciais fontes de nutrientes (Kinupp;
Lorenzi, 2014). A Figura 4 ilustra o conjunto floral da variedade H. albus. Contudo, a espécie
ainda € pouco explorada pela comunidade cientifica, e as inflorescéncias ndo foram
caracterizadas quanto a composicdo fisico-quimica, caracteristicas nutricionais e potencial de

aplicacdo em produtos alimenticios.

Figura 4 — Flores amarelas da espécie florestal Handroanthus albus

Fonte: Autoria propria (2023).

Dentre os estudos ja documentados, Ferreira et al. (2020) observaram atividades
antinociceptivas e anti-inflamatorias interessantes provenientes das folhas de H. albus. J& os
extratos da casca de H. albus inibiram significativamente a multiplicacdo de linhagens celulares
MCF-7 (cancer de mama) e Caco-2 (adenocarcinoma colorretal) (Carlotto et al., 2020). Os
residuos da casca provenientes do processamento da madeira, também foram eficientes como
material adsorvente para descontaminagéo de efluentes (Hernandes et al., 2019). As sementes
de H. albus foram utilizadas como matéria-prima em um estudo que objetivou padronizar uma
metodologia de extracdo e visualizacdo do perfil proteico (Shibata et al., 2011). A espécie
tambem ja foi explorada em estudos voltados a industria madeireira (Lima et al., 2020) e
sistemas agroflorestais (Ortiz; Benayas; Cayuela et al., 2022).

Em complemento, outras variedades de ipé amarelo pertencentes ao género Tabebuia
como T. chrysantha e T. aurea ja foram investigadas quanto as atividades antioxidante, anti-

inflamatdria e antimicrobiana. O interior da casca da espécie T. chrysantha demonstrou ser um
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potente recurso natural antioxidante (Garzon-Castafio et al., 2018), enquanto a variedade T.
aurea reduziu a atividade hemorragica e inflamatéria decorrente da picada de serpente em
roedores (Reis et al., 2014). Contrariamente, o gendtipo T. aurea ndo demonstrou atividade
antibacteriana e antifungica in vitro (Tomazeli et al., 2020). J& o ipé roxo (Tabebuia
avellanedae) representa a variedade com maior nimero de investigagdes cientificas até o
presente. Na literatura sdo encontrados registos acerca dos possiveis efeitos anti-inflamatorios,
antibacterianos, potencial neuroprotetor e melhora do prognéstico em quadros de obesidade,
obtidos através dos compostos extraidos da casca e das flores de ipé roxo (Suo et al., 2013;
Iwamoto et al., 2016; Park et al., 2019).

Além do potencial paisagistico dos ipés, ha relatos de que as espécies dos géneros
Tabebuia e Handroanthus podem ser consideradas fontes de compostos bioativos, 0s quais
possuem atividades farmacoldgicas favoraveis para a saide humana (Hamed et al., 2020). A B-
lapachona, por exemplo, consiste em um metabdlito secundario da classe das quinonas, que se
encontra naturalmente na casca das variedades de ipé. Esse composto, de maneira semelhante
a a-lapachona, deriva do lapachol, conforme demonstrado na Figura 5 (Mokarizadeh et al.,
2020). A B-lapachona foi associada a uma potente atividade citotoxica, visto que pode atuar na
interrupg¢do do ciclo celular e impedir a proliferacdo de células cancerosas. Além disso, a -
lapachona pode apresentar efeitos imunomoduladores e atuar como um composto antioxidante
(Locken et al., 2018; Oliveira et al., 2020). Oliveira et al. (2020) observaram reducdo da
resposta inflamatdria sistémica, melhora na depuracdo bacteriana e aumento da capacidade
antioxidante sérica de camundongos septicémicos tratados com B-lapachona intraperitoneal.
Além disso, no estudo de Locken et al. (2018), os testes in vitro comprovaram o potencial da
B-lapachona em induzir o processo apoptético de células cancerosas (MDA-MB-231 e K562).

Figura 5 — Estrutura quimica do lapachol, B-lapachona e a-lapachona

0 ﬁ 0
2 |
OH 0
| 0] | |
0
Lapachol B-lapachona a-lapachona

Fonte: Mokarizadeh et al. (2020)
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1.2.3.2 Capuchinha (Tropaeolum majus)

A espécie Tropaeolum majus configura um tipo de planta rustica de porte herbaceo,
pertencente & familia Tropaeolaceae. E uma espécie nativa do Peru, México e regides da
Ameérica Central, sendo cultivada principalmente na América do Sul como planta ornamental e
medicinal (Valsalam et al., 2019). Popularmente conhecida como capuchinha, a espécie T.
majus apresenta flores vistosas que podem ser de coloracdo branca, amarela, laranja ou
vermelha (Ebert et al., 2021). As folhas verdes apresentam aspecto plano, liso e carnoso. A
planta pode atingir comprimentos entre 2 e 3 metros, e 30 a 40 centimetros de altura. Na Figura
6, é possivel observar as caracteristicas do tecido floral e das folhas da variedade de capuchinha
laranja. O crescimento da espécie € rapido e perene, com melhor desenvolvimento em regides
de clima tropical e nas estacdes mais quentes como primavera e verdo (Sartori et al., 2020).
Historicamente acredita-se que o termo “Tropaeolum” deriva do grego “tropaion” (tropa), em
virtude do formato das folhas que remetem a um escudo, e as flores que lembram a estrutura de
um capacete (Reis, 2006).

Figura 6 — Flores e folhas da variedade de capuchinha (Tropaeolum majus) laranja

Flores Folhas

Fonte: Autoria prépria (2023).

A capuchinha se caracteriza como uma planta comestivel porque, tanto as folhas, quanto
as flores e sementes podem ser consumidas (Garzon et al., 2015). Assim, além de agregar valor
sensorial as preparagdes, principalmente no que tange a aparéncia dos pratos, a espécie também
se destaca por seu perfil nutricional. Diversos compostos como flavonoides, acidos graxos
essenciais, vitamina C e luteina sdo encontrados naturalmente na planta (Barros et al., 2020).

Essas substancias apresentam potencial antiproliferativo contra células cancerosas, efeitos
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benéficos na melhora do progndstico de quadros hipertensivos, inflamatorios e infec¢des das
vias urinarias (Valsalam et al., 2019).

Em termos de compostos bioativos e potencial antioxidante, a espécie T. majus
apresenta destaque quando comparada a outras espécies de flores comestiveis. Barros et al.
(2020) observaram uma concentracgdo de flavondis (33,77%), carotenoides (53,23%) e potencial
antioxidante (49,38 umol TE/100g) mais robustos nas pétalas de capuchinha vermelha, quando
comparada a variedade laranja e as espécies Amaranthus hypochondriacus e Spilanthes
oleracea. Esses resultados corroboram com os achados de Chensom et al. (2019), que
identificaram elevada atividade antioxidante (52,17 umol TE/100g) em amostras de capuchinha
laranja, em um comparativo de treze variedades de flores comestiveis. No estudo de Garzon et
al. (2015), foi possivel observar que as variagdes no teor de compostos bioativos da espécie
também ocorrem entre 0s genotipos. A concentracdo de antocianinas foi significativamente
mais elevada na flor vermelha (114,5 mg Cy-3-glu/100g), quando comparada a laranja (58,2
mg Cy-3-glu/g) e amarela (31,9 mg Cy-3-glu/100g). Assim, a atividade antioxidante da
variedade vermelha (18.719 + 696 pmol TE/100g) também foi superior em relagdo as
variedades laranja (11.790 + 1570 pmol TE/100g) e amarela (7111 £ 3545 umol TE/100g).

Os compostos bioativos da capuchinha também apresentaram viabilidade para o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, conforme documentado por Silva e Silva
(2020). Os autores observaram que 0s compostos antioxidantes presentes em extratos de T.
majus conferiram maior estabilidade e minimizaram o processo oxidativo do farmaco
cetoconazol. Além disso, a espécie parece desempenhar acdo antibacteriana para Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhi e Pseudomonas aeruginosa; e atividade fungicida
para Peniillum notatum, Trichoderma viridiae, Mucor spp., Aspergillus niger e Candida
albicans, conforme observado por Valsalam et al. (2019). Além disso, o tratamento in vitro de
células cancerosas MCF7 foi significativamente suprimido, apds aplicacdo dos extratos de T.

majus (Valsalam et al., 2019).

1.2.4 Toxicidade

Embora muitas pesquisas ja tenham caracterizado e comprovado o potencial bioativo e
nutricional de diversas espécies de PANC, ainda sdo escassas as investigacOes acerca do
potencial toxigénico dessas plantas. Os metabolitos secundarios séo produzidos pelos vegetais
como um mecanismo de defesa contra agentes externos ou outras espécies circundantes. Dentre

esses metabolitos destacam-se o0s taninos, fitatos, saponinas, oxalatos entre outros (Kato-
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Noguchi; Kurniadie, 2020). Quando sintetizados em excesso nas plantas e em contato com 0
organismo humano, essas substancias podem atuar como agentes antinutricionais, prejudicando
0 processo absortivo de diversos micronutrientes (Schlemmer et al., 2009), além de afetar a
integridade e o funcionamento de visceras e sistemas como figado (Erhirhie; llodigwe, 2019;
Kristanc; Kreft, 2016), rins (Barbosa-Ferreira et al., 2005; Erhirhie; Ilodigwe, 2019),
codificagdo genética (Lemos et al., 2012; Lopes et al., 2000), sistema nervoso central (Dampc;
Luczkiewicz, 2015), sistema hematopoiético (Erhirhie; llodigwe, 2019; Yen; Chen; Peng,
2001) e sistema gastrintestinal (Dampc; Luczkiewicz, 2015).

A toxicidade hepatica parece ser a lacuna de maior interesse dentre as investigagdes ja
realizadas com espécies ndo convencionais. Os genotipos Tabebuia impetiginosa (Lemos et al.,
2012), Guizotia abyssinica, Phalaris canariensis, Panicum miliaceum (Lima et al., 2021),
Talinum paniculatum (Tolouei et al., 2019), Acorus calamus (Shah et al.,, 2012) e
Chrysanthemum morifolium (Li et al., 2010) ndo demonstraram efeito hepatotoxico em
experimentos in vivo. Enquanto as variedades Dryopteris filix-mas e Plantago australis
demonstraram atividade toxica sobre a funcdo hepatica de roedores (Erhirhie; llodigwe, 2019;
Kristanc; Kreft, 2016). O extrato hidroetandlico das sementes de Moringa oleifera apresentou
efeito citotoxico sobre células de figado suino (PLP2) (Fernandes et al., 2021). Os metabolitos
secundarios das PANC estdo associados a toxicidade hepética, porque podem danificar os
hepatdcitos e a membrana que recobre o figado. Esses danos levam a um extravasamento de
enzimas hepaticas como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST)
e transaminase oxalacética (TGO), provocando um desequilibro desses agentes em niveis
séricos (Otunola; Afolayan, 2017). Assim como a hepatotoxicidade, os efeitos deletérios das
PANC sobre a funcdo renal também configuram um campo de interesse dentre as publicacdes
cientificas. A concentracdo excessiva de fatores antinutricionais nas PANC como taninos e
saponinas, pode desencadear prejuizo aos tecidos renais. Esses danos levam ao acimulo sérico
de substancias como creatinina e uréia, em virtude do comprometimento da depuragdo renal
(Ogbonnaya; Uadia, 2016). A espécie Senna occidentalis provocou lesdes discretas nos tabulos
contorcidos proximais de roedores (Barbosa-Ferreira et al. 2005), enquanto a variedade
Dryopteris filix-mas desencadeou aumento dos niveis circulantes de uréia e creatinina (Erhirhie;
llodigwe, 2019). Em contrapartida, os gendtipos Gmelina arborea (Kulkarni; Veeranjaneyulu,
2010), Vernonia cinerea (Latha et al., 2010), Talinum paniculatum (Tolouei et al., 2019) e
Acorus calamus (Shah et al., 2012) ndo interferiram negativamente na citoarquitetura e

funcionamento renal.
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Algumas espécies de PANC demonstraram efeitos nocivos em termos de alteragdes
genéticas e desempenho dos sistemas nervoso central (SNC), hematopoiético e gastrintestinal.
Lesdes na molécula de DNA de linfocitos, hepatocitos e células renais foram desencadeadas
pelas espécies Solanum nigrum, Tabebuia impetiginosa e Echinodorus macrophyllus,
respectivamente (Lemos et al., 2012; Lopes et al., 2000). Extratos de Rhododendron
groenlandicum, Rhododendron tomentosum e Rhododendron neoglandulosum foram
associados a disturbios neuroldgicos como letargia, falta de coordenacdo e paralisia
progressiva, em virtude da presenca de substancias toxicas como ledol sesquiterpendide e
graianotoxina (Dampc; Luczkiewicz, 2015). No que tange ao sistema hematopoiético, Erhirhie
e llodigwe (2019) documentaram aumento na concentracdo de eritrocitos e redugdo de
leucdcitos provocada pela espécie Dryopteris filix-mas; enquanto a variedade Solanum nigrum
desencadeou uma reducdo de linfécitos humanos (Yen; Chen; Peng, 2001). De forma similar
ao SNC, as variedades R. groenlandicum, R. tomentosum e R. neoglandulosum provocaram
alteracOes gastrintestinais como vomito e redugéo da absorgéo de ferro, em virtude do elevado
teor de taninos detectados nos extratos (Dampc; Luczkiewicz, 2015).

Em sintese, a toxicidade das PANC para o organismo humano parece estar intimamente
associada a concentracfes elevadas de metabolitos secundarios, em niveis acima do teor
considerado toleravel para ingestdo, bem como a exposic¢ao crénica dos 6rgaos e tecidos a essas
substancias. Além disso, o tipo de composto antinutricional pode variar de acordo com a
espécie. Portanto, investigacdes acerca da toxicidade de cada gendtipo séo encorajadas, visando

embasar diretrizes seguras para consumo humano.
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CAPITULO 2 - INFUSAO DE IPE AMARELO (Handroanthus albus) COMO
SUBSTRATO ALTERNATIVO PARA FERMENTACAO DE KOMBUCHA

RESUMO: A kombucha é uma bebida fermentada resultante dos processos metabdlicos de
bactérias e leveduras, organizadas em uma matriz celulésica (SCOBY) imersa em ché preto
adogado. Outras opcBes de cha para fermentacdo podem ser empregadas, visando aperfeicoar
as caracteristicas funcionais e sensoriais da kombucha. As inflorescéncias da espécie florestal
Handroanthus albus (ipé amarelo) apresentam potencial alimenticio e representam uma
alternativa promissora para infusdes. O presente estudo teve como proposta o desenvolvimento
de kombuchas fermentadas com extratos de H. albus. O planejamento experimental do tipo
Box-Behnken foi aplicado para otimizar os parametros de extracdo de compostos bioativos das
pétalas de ipé amarelo, e determinar as condic¢des ideais de fermentacdo de kombucha a base
de ché preto. Posteriormente, realizou-se a cinética de fermentagdo das kombuchas adicionadas
de ipé, buscando compreender os efeitos do tempo e do substrato nas caracteristicas da bebida
final. O comportamento da bebida com infusdo floral se assemelhou ao da kombucha padrédo
em termos de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante. Contudo, ganho de
massa microbiana foi mais lento e menos robusto nas amostras com adi¢do de ipé. Houve uma
diminuicdo nos valores de pH em todas as amostras, estando em conformidade com as
normativas estabelecidas. A kombucha adicionada de H. albus favoreceu a sintese de &cido
glucurdénico em comparacao a bebida padrdo. Essa descoberta representa um resultado de suma
importancia nesta investigacdo, evidenciando-se como um avango relevante no contexto
cientifico atual.

Palavras-chave: Flores comestiveis. Atividade antioxidante. Acido glucurénico. p-lapachona.
Cromatografia Liquida.

2.1 INTRODUCAO

A kombucha consiste em uma bebida resultante da fermentacao de bactérias e leveduras
onde a maioria encontra-se imobilizada em uma matriz celulésica denominada SCOBY
(Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast) (Cardoso et al., 2020). Quando imerso em um
substrato nutritivo, esse complexo simbiético inicia o processo de fermentacdo. As matérias-
primas tradicionalmente utilizadas como substrato sdo o chéa-preto e a sacarose. Variac@es de
chés provenientes das folhas de Camellia sinensis como o cha verde, branco e oolong tém sido
utilizados na fermentacdo de kombucha (Bishop et al., 2022). Outros substratos alternativos
com a aplicacdo de especiarias como a canela (Cinnamomum verum), cardamomo (Elettaria
cardamomum) e tomilho (Zataria multiflora Boiss) (Shahbazi et al., 2018); ou ainda, infusdes
de cha Zijuan (Zou et al., 2021) e Rhizophora mucronata (Hardoko et al., 2020), ja foram
testados. As flores comestiveis também configuram um material vegetal com potencial para

fermentagdo de kombuchas. Espécies de flores como Achillea millefolium (Vitas et al., 2018),
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Echinacea (Ozyurt, 2020), Malvaviscus arboreus (Silva et al., 2021) e Clitoria ternatea
(Wongthai et al., 2021) foram exploradas por alguns autores, que obtiveram desfechos
satisfatorios em termos de compostos bioativos e atividade antioxidante nas bebidas.

O complexo processo de fermentacdo da kombucha confere a bebida final uma
composicéo fisico-quimica e nutricional favoravel para consumo humano. A bebida é composta
por vitaminas (B1, B2, B6, B12 e C), minerais (manganés, ferro, zinco,), aglcares, proteinas,
polifendis e acidos organicos (acético, glucurdnico, latico, citrico e malico) (Morales, 2020).
Os polifendis e os acidos acético e glucurdnico sdo os principais compostos associados aos
efeitos profilaticos e terapéuticos da kombucha na saude. O efeito sinérgico desses
componentes pode promover agdo antioxidante, detoxificante e fortalecimento do sistema
imunoldgico (Bishop et al., 2022).

Além disso, ha indicios que os polifenois da kombucha podem atuar na prevencéo de
complicacdes cardiovasculares, porque regulam o metabolismo do colesterol (Doudi et al.,
2020), enquanto o &cido glucurdnico é descrito como o principal componente potencializador
das fungdes hepaticas (Kapp; Sumner, 2019; Leal et al., 2018). Efeitos anti-hipertensivo,
antiglicémico e antitumoral também sdo apontados como caracteristicos da kombucha (Bishop
et al., 2022). A presenca e a concentracdo dos compostos funcionais na kombucha varia
conforme os parametros de fermentacdo como a microbiota do SCOBY, concentracdo de
sacarose, tipo de cha, tempo e temperatura (Leal et al., 2018).

A espécie florestal Handroanthus albus (Cham.) Mattos, pertence a familia
Bignoniaceae, sendo popularmente conhecida como ipé amarelo. A arvore consiste em uma
espécie nativa amplamente distribuida no Brasil. Comumente seu cultivo ocorre para fins
ornamentais, mas as propriedades medicinais da casca e das folhas do ipé amarelo tém sido
exploradas com objetivos etnofarmacolégicos (Hernandes et al., 2019). Estudos anteriores
documentaram efeitos benéficos do género Handroanthus em quadros de Ulcera gastrica
(Pereira et al., 2013), reducdo da proliferacdo de células cancerosas (Carlotto et al., 2020;
Queiroz et al., 2008; Sichaem et al., 2012; Zhang et al., 2015), e potencial agéo antinociceptiva
e anti-inflamatdria (Ferreira et al., 2020). Esses desfechos foram associados principalmente aos
metabolitos secundarios presentes na casca e nas folhas do género, como as naftoquinonas
(lapachol e B-lapachona) e o polissacarideo conhecido como arabinogalactana tipo Il (Carlotto
et al., 2020; Ferreira et al., 2020).

Dentre os achados cientificos sobre as espécies pertencentes a familia Bignoniaceae,

destacam-se pesquisas com 0s genotipos H. impetiginosus, H. barbatus, H. incanus, e H.
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billbergii (Hamed et al., 2020). Entretanto, a variedade H. albus ainda é pouco explorada e ndo
h& registros acerca das caracteristicas fisico-quimicas, perfil nutricional e potencial funcional
das flores. Esses tecidos florais apresentam potencial alimenticio (Kinupp; Lorenzi, 2014), e,
portanto, configuram um potente recurso natural para o desenvolvimento de novos produtos
alimenticios, visando ampliar as possibilidades de consumo das inflorescéncias. Assim, o
preparo de infusdes com flores de ipé amarelo pode ser uma alternativa de substrato com
potencial para a fermentacdo de kombucha, visando agregar valor funcional e promover
inovacOes no mercado de bebidas fermentadas. Pautando-se nesses argumentos, esta pesquisa
objetivou desenvolver e caracterizar uma bebida fermentada por microrganismos da kombucha

com extratos de H. albus.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais
2.2.1.1 Material vegetal

A coleta das flores de Handroanthus albus (Cham.) Mattos ocorreu no campus da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (25°05°23.0"”S 50°06°03 0"W), Ponta Grossa,
Parang, Brasil. As flores foram colhidas das &rvores com auxilio de um colhedor manual de
frutas. Em seguida, as inflorescéncias foram separadas dos pedinculos e higienizadas com agua
destilada para remocao das impurezas. Posteriormente o material vegetal foi armazenado em
sacos de polietileno selados, sob congelamento em ultrafreezer a -86 °C (NuAire®, Glacier NU-
9668, Minnesota, EUA) até o momento das analises. A exsicata da especie vegetal foi
autenticada pelo herbario da UEPG e encontra-se tombada na carpoteca sob o espécime de
codigo HU-22804 (Anexo A). O projeto encontra-se cadastrado no Sistema Nacional de Gestéo
do Patriménio Genético (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil (registro#
A20820A). O cha preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze), (Ledo Alimentos e Bebidas Ltda®,
Fazenda Rio Grande-PR, Brasil) utilizado para a fermentacdo das kombuchas foi adquirido no

comércio local do mesmo municipio de coleta das flores.

2.2.1.2 Symbiotic culture of bacteria and yeast

A colbnia mée (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast — SCOBY) utilizada para o
desenvolvimento das kombuchas foi obtida de fonte certificada (The Kombucha Hub®,
Laboratorio White Labs, Frankfurt, Alemanha) em sua forma hidratada. De acordo com a

descricdo do fabricante, a placa celulosica era composta pela presenca das seguintes cepas de
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bactérias: Bacillus licheniformis, Bacillus pumillus, Bacillus aeropHilus, Bacillus safensis,
Bacillus altitudinis, Bacillus aeropHilus, Bacillus aryabhattai, Bacillus subtilis, Acetobacter
tropicalis, Gluconacetobacter saccharivorans, Micrococcus sp., Gluconacetobacter rhaeticus,
Paenibacillus taichungensis, e leveduras: Brettanomyces bruxellensis, Saccharomyces

cerevisiae, Zygosaccharomyces sp.

2.2.1.3 Reagentes quimicos

Os reagentes Folin-Ciocalteu, ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid)), DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico), TPTZ (2,4,6-Tris(2-Pyridyl)-S-Triazine), B-lapachona e demais padrbes
para andlise cromatografica de acidos organicos e agUcares foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). O metanol, o &cido acético e a acetonitrila com grau HPLC
foram obtidos da J.T.Baker® (PHillipsburg, NJ, EUA). Os demais reagentes de grau analitico
hidroxido de sddio e nitrito de sodio foram obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha); cloreto
de aluminio da FLUKA® (St. Louis, MO, EUA); carbonato de sodio, acetato de sddio anidro,
cloreto de ferro e &cido cloridrico da BIOTEC® (Cotia, SP, Brasil); e agua ultrapura (Milli-Q®,

Millipore, SP, Brasil).

2.2.1.4 Outros materiais
O acucar cristal (Camil Alimentos S/A®, S3o Paulo, Brasil) utilizado como fonte de
carbono para o desenvolvimento das kombuchas, foi adquirido em comércio local do municipio

de Ponta Grossa, Parané, Brasil.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Otimizacdo da extracdo de compostos bioativos das pétalas de Handroanthus albus

Os extratos de ipé amarelo foram obtidos por infuséo das pétalas em &gua destilada (25
mL) dentro de erlenmeyers (capacidade de 100 mL), os quais foram devidamente vedados com
filme PVC (policloreto de vinila). Esse processo ocorreu sob aquecimento constante em banho-
maria, seguindo as quantidades, tempos e temperaturas de infusdo especificados na Tabela 2.
Em seguida, as infusdes foram filtradas em papel filtro qualitativo Whatman n” 1 (Whatman,
Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) para retencdo dos tecidos florais e particulas sélidas.

A otimizacdo dos parametros de extragdo das pétalas de ipé amarelo foi realizada de
acordo com planejamento experimental proposto por Box e Behnken (1960). No processo de

extracdo, os efeitos das varidveis independentes Concentracdo de pétala (Xi), tempo (X2) e
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temperatura de infusdo (Xs3) foram avaliados com trés niveis (Tabela 2). Assim, o desenho
experimental consistiu em 15 combinagGes de tratamento (EI1 a EI15) com trés repeti¢des do
ponto central, e executado em ordem aleatoria para minimizar variacdes inesperadas. Os
intervalos estabelecidos para cada variavel foram determinados em testes prévios, pautando-se
na concentracdo de compostos fendlicos totais. Esse delineamento foi realizado com vistas a
identificar padrGes de resposta, e determinar modelos para maximizar o teor de compostos
fenolicos totais, flavonoides e potencial antioxidante dos extratos.

Tabela 2 — Planejamento fatorial Box-Behnken aplicado para otimizar a extracdo de compostos
das pétalas de Handroanthus albus (ipé amarelo).

Concentracédo de Tempo de infuséo Temperatura
_ pétala (g/L); X1 (minutos); X2 (CO); X3
Experimento
Valor Valor Valor Valor Valor Valor

codificado  real* codificado real codificado  real
Ell -1 32 -1 5 0 75
El2 +1 80 -1 5 0 75
EI3 -1 32 +1 15 0 75
El4 +1 80 +1 15 0 75
EI5 -1 32 0 10 -1 60
EI6 +1 80 0 10 -1 60
EI7 -1 32 0 10 +1 90
EI8 +1 80 0 10 +1 90
EI9 0 56 -1 5 -1 60
El 10 0 56 +1 15 -1 60
El1l1 0 56 -1 5 +1 90
El 12 0 56 +1 15 +1 90
El 13 0 56 0 10 0 75
El 14 0 56 0 10 0 75
El 15 0 56 0 10 0 75

Nota — Xi; Xz; Xs: codificacBes das varidveis Concentracdo de pétalas, Tempo de infusdo e Temperatura,
respectivamente, aplicadas em trés niveis no planejamento experimental. *Uma unidade de flor de ipé amarelo
corresponde a aproximadamente 1 g de pétalas.
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2.2.2.2 Otimizagéo das kombuchas com infusdo de Camellia sinensis

O cha de Camellia sinensis foi preparado conforme protocolo descrito por Zielinski et
al. (2014). A metodologia prevé a imersdo das folhas secas em agua destilada aquecida (80 "C),
em um frasco de vidro com tampa (capacidade de 2 L) para evitar a evaporacao, por um periodo
de 7 min e 30 s sob agitacdo magnética. Posteriormente, a decoccdo foi filtrada em papel filtro
qualitativo Whatman n” 1 (Whatman, Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) e transferida para
um recipiente fermentador de vidro com capacidade de 400 mL.

O desenvolvimento das kombuchas foi iniciado com a adicdo de sacarose aos
fermentadores previamente adicionados de cha preto. Apos o resfriamento da mistura (<25 "C),
a coldnia de microrganismos fermentadores (SCOBY) (2,5% m/v; em base Umida) e 10% (v/v)
de kombucha fermentada anteriormente foram adicionadas ao conjunto. Esses procedimentos
foram realizados em camara de fluxo laminar (Quimis®, Q216F21H, S0 Paulo, Brasil),
visando manter um ambiente de preparo estéril. Posteriormente, os fermentadores foram
vedados com tecido poroso de poliéster, para fornecer uma condigdo de aerobiose crucial para
a fermentacdo da kombucha. Os frascos foram mantidos em incubadora BOD (SPLABOR®,
SP-500, Séo Paulo, Brasil) em diferentes temperaturas (Tabela 3), por um periodo de 12 dias.
Apds o processo fermentativo, o0 SCOBY foi retirado e as bebidas fermentadas foram
armazenadas (-18 ‘C) (Gelopar®, GPC-57, Curitiba, Brasil) at¢ 0 momento das analises.

Com vistas a otimizar as condi¢Ges de fermentacdo das kombuchas a base de ché preto,
o planejamento experimental Box-Behnken (1960) foi empregado. O efeito das varidveis
independentes concentracdo de ché preto (X1), concentracdo de sacarose (X2) e temperatura de
fermentac&o (X3), com trés niveis, foram avaliados (Tabela 3). O desenho experimental resultou
em 15 combinacgdes de tratamento (KP1 a KP15) com trés pontos centrais, o qual foi executado
em ordem aleatoria. Os intervalos maximos e minimos determinados para cada variavel foram
pautados em resultados ja documentados na literatura (Miranda et al., 2022). Esse planejamento
foi realizado visando identificar os padroes de resposta e estabelecer modelos para maximizagéao
do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides, atividade antioxidante (ABTS, FRAP e
DPPH), bem como minimizar o teor de 4cido acético.
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Tabela 3 — Planejamento fatorial Box-Behnken aplicado para obtengéo das kombuchas com
diferentes concentragdes de ché preto, sacarose e temperatura de fermentacao.

Concentracéo de Concentracéo de Temperatura
_ chéa preto (g/L); X1 sacarose (g/L); X2 (CC); Xs
Experimento
Valor Valor Valor Valor Valor Valor

codificado  real codificado  real codificado  real
KP1 -1 4 -1 50 0 25
KP2 +1 12 -1 50 0 25
KP3 -1 4 +1 150 0 25
KP4 +1 12 +1 150 0 25
KP5 -1 4 0 100 -1 20
KP6 +1 12 0 100 -1 20
KP7 -1 4 0 100 +1 30
KP8 +1 12 0 100 +1 30
KP9 0 8 -1 50 -1 20
KP10 0 8 +1 150 -1 20
KP11 0 8 -1 50 +1 30
KP12 0 8 +1 150 +1 30
KP13 0 8 0 100 0 25
KP14 0 8 0 100 0 25
KP15 0 8 0 100 0 25

Nota — X1; X; Xs: codificagdes das varidveis Concentragdo de cha preto, Concentragdo de sacarose e Temperatura,
respectivamente, aplicadas em trés niveis no planejamento experimental.

2.2.2.3 Cinetica de fermentacéo de kombucha com extrato de Handroanthus albus

Os parametros otimizados nos extratos de ipé amarelo e na fermentacdo de kombucha a
base de ché preto, foram considerados como base para a cinética de fermentacdo da kombucha
com adicdo de extratos de ipé amarelo. O protocolo de preparo das kombuchas foi realizado de
forma similar as etapas descritas no item 2.2.2.2. As bebidas foram desenvolvidas com uma
proporcao de 50% de extrato de ipé amarelo e 50% de ché preto. Essa proporcéo foi determinada

com base em testes sensoriais prévios para avaliar o sabor das bebidas (dados nao
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apresentados). A kombucha fermentada com 100% de chéa preto também foi analisada como
amostra controle.

As amostras das bebidas foram coletadas no tempo 0 e apo6s 1, 3, 5, 7 e 10 dias de
fermentacdo. Assim, 0 experimento totalizou 12 fermentadores (Tabela 4), que foram
distribuidos e codificados de acordo com o respectivo tempo de fermentacdo e propor¢do de
mistura. Ao findar do tempo de fermentagéo de cada frasco, os SCOBY'S foram removidos e as
amostras armazenadas (-18 'C) até o momento das analises. As bebidas obtidas na cinética de
fermentacdo foram avaliadas quanto a massa seca de SCOBY formado; pH; concentracdo de
compostos fendlicos totais; flavonoides; atividade antioxidante (ABTS, FRAP DPPH); e acidos
organicos (glucurdnico, ascorbico e acético).

Tabela 4 — Distribuicéo e codificacdo dos fermentadores de kombucha de Handroanthus albus
(ipé amarelo) e cha preto de acordo com o tempo de fermentacé&o.

Kombucha Kombucha Kombucha com

Tempo de fermentacao )

_ padrao! controle? ipé amarelo®

(dias) Codificacéo

0 KPO KCTO KIO0

1 KP1 KCT1 KI1

3 KP3 KCT3 KI3

5 KP5 KCT5 KI5

7 KP7 KCT7 KI7

10 KP10 KCT10 K110
Total de fermentadores 6 6 6

Nota: *Kombuchas com 100% de cha preto, segundo pardmetros otimizados; 2Kombuchas com 50% de cha preto
e 50% de agua; *Kombucha com 50% de cha preto e 50% de extrato de ipé amarelo.

2.2.3 Andlises

2.2.3.1 Analises fisico-quimicas

O Potencial Hidrogeniénico (pH) das kombuchas foi analisado em triplicata, 0s
resultados foram obtidos por leitura direta em pHmetro de bancada (Tec -3 MP, Tecnal®, Sio
Paulo, Brasil) calibrado em pH 4,0 e 7,0; a uma temperatura de 20 "C. A massa de SCOBY
formada na fermentagdo das kombuchas, em base seca, foi obtida apds secagem em estufa
(Quimis®, Q317M, S&o Paulo, Brasil) a 105 °C até peso constante.
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2.2.3.2 Compostos fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos totais dos extratos de ipé amarelo e das
kombuchas foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton; Rossi, 1965). A analise
foi realizada em tubos de ensaio com a adicdo de agua destilada (8,4 mL), 100 uL de amostra e
500 pL de Folin-Ciocalteu 0,2 mol L. A mistura foi homogeneizada em agitador para tubos
(Vortex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia do Sul) e ap6s 3 minutos receberam a adigdo de
1000 pL de Na2CO3 1,0 mol L. Ap6s, as amostras foram acomodadas na auséncia de luz por
uma hora. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro de microplaca (Epoch,
Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 765 nm. Para realizacdo do
branco as amostras foram substituidas por &gua deionizada. O &cido galico (20 a 200 mg/L) foi
utilizado como padr&o para a curva de calibragio do composto (y = 0,000772x + 0,001610; R?
=0,989).

2.2.3.3 Flavonoides totais

A concentracao de flavonoides totais dos extratos e das bebidas de kombucha foi obtida
por meio do método descrito por Zhishen e Mengcheng (1999). A guantificacdo do composto
foi realizada em tubos de ensaio contendo 2 mL de agua deionizada, aos quais foram
adicionados 250 pL de amostra ¢ 120 pL de NaNO2 (0,5 mol/L) com posterior agitacdo e
repouso por 5 minutos. Apos esse intervalo, os tubos foram adicionados de 120 puL de AICI3
(10%) com agitacdo e posterior repouso por mais 5 minutos. Em seguida foram adicionados
800 pL de NaOH (1 mol/L) aos tubos, com agitacao seguida de leitura em espectrofotometro
de microplaca (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 510
nm. A catequina (10 a 200 mg/L) foi utilizada como padrdo para a curva de calibracdo (y =
0,003430x - 0,001032; R? = 0,999).

2.2.3.4 Atividade antioxidante in vitro
Os extratos de ipé amarelo e as kombuchas foram avaliados quanto a atividade

antioxidante pelos seguintes métodos:

e ABTS
Capacidade de captura do cation 2,2-azino-bis (3-ethylbenzot hiazoline-6-sulfonic
acid), segundo metodologia proposta por Re et al. (1999). O método prevé o preparo do
reagente ABTS com a adi¢do de 3 mL de solugdo ABTS (7 mmol/L) e 3 mL de solugéo de

K2S20g (persulfato de potéssio). Apds 16 horas em repouso no escuro, 4 mL do reagente
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preparado foram adicionados em bal&o volumétrico de 200 mL, com posterior diluicdo em &gua
deionizada e calibragem até obter uma leitura de absorbancia > 0,700 (Epoch, Synergy-
BioTek®, Winooski, EUA), em comprimento de onda de 734 nm. As amostras (20 uL) foram
adicionadas em microplaca e receberam a adicdo de 280 pL do reagente ABTS, e foram
mantidas no escuro por 30 minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada no
mesmo equipamento e comprimento de onda de calibragem do reagente. O composto Trolox
(50 a 350 pumol/L) foi utilizado como padréo para a curva de calibracdo (y = 0,241560x -
1,937984; R? = 0,999).

e FRAP
Atividade de reducdo do ion férrico presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), de acordo com método documentado por Benzie e Strain (1996). As amostras (10 pL)
foram incorporadas diretamente em microplaca e receberam a adigcdo de 290 pL de reagente
FRAP. Ap6s 30 minutos de repouso no escuro, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro de
microplaca (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), em 595 nm. A curva (y = 0,001205x
+0,030751; R = 0,989) para quantificacio da atividade antioxidante das amostras foi preparada

com o padréo Trolox (100 a 1000 pmol/L).

e DPPH

Potencial de captura do radical nitrogenado 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, conforme
protocolo descrito por Brand-Williams, Couvelier e Berset (1995). As amostras (50 pL) foram
adicionadas a tubos de ensaio, com posterior adi¢do de 1,9 mL de solucdo DPPH, agitacéo e
repouso na auséncia de luz por 30 minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada
em espectrofotdmetro de microplaca (Epoch, Synergy-BioTek® Winooski, EUA) no
comprimento de onda de 517 nm. A curva (y = 0,039985x - 2,071918; R? = 0,991) de calibracéo
desta anélise também foi preparada com o padréo Trolox (100 a 700 pmol/L).

2.2.3.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos por cromatografia liquida

O sistema de cromatografia liquida foi utilizado para avaliar o extrato otimizado de H.
albus e as kombuchas produzidas na cinética de fermentacdo. O equipamento utilizado para
executar as andlises foi um cromatdgrafo (HPLC LC-2040C, Shimadzu®, Quioto, Japdo)
acoplado a um detector de arranjo de diodos (PDA), bomba quaternaria, desgaseificador e
autoinjetor. Previamente a separacdo cromatografica as amostras foram submetidas a
precipitacao proteica, visando maior limpidez do conteudo. Para esse procedimento as amostras

foram homogeneizadas (Vortex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia do Sul) com 5% de metanol
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por 1 minuto. Posteriormente realizou-se a centrifugacdo do material (Centrifuga, MPW-351,
Med. Instruments®, Varsovia, Pol6nia) por 10 minutos a 2224 g. O material sobrenadante foi

filtrado em filtro seringa com membrana de nylon (0,22 um), sendo avaliado posteriormente.

e Compostos fendlicos individuais

Os compostos fendlicos individuais do extrato floral e das kombuchas foram avaliados
segundo protocolo proposto por Alberti et al. (2014). Para esta separacdo utilizou-se uma
coluna Symmetry C18 (4,6 x 150 mm; 3,5 um) mantida a 20 "C. Um volume de injec&o de 10
uL de amostra foi estabelecido, com tempo de analise de 60 minutos por corrida. A fase movel
constituiu de acido acético 2,5% (v/v; solvente A) e acetonitrila (solvente B), aplicados de
acordo com o seguinte gradiente: 3-9% de B (0-5 minutos); 9-16% de B (5-15 minutos); 16-
36,4% de B (15-33 minutos); com posterior elui¢do isocrética a 100% de B (5 minutos) e
recondicionamento da coluna (3% de B; 10 minutos). O volume de fluxo foi mantido em 1
mL/min.

A identificacdo dos constituintes fendlicos foi realizada por comparacéo dos tempos de
retencéo e espectros com os padrdes. O comprimento de onda do detector PDA foi definido no
intervalo de 200 nm a 400 nm. A quantificacdo foi realizada através das curvas de calibracéo
(mg/L) dos padrdes de acido cafeico (y = 21170x — 117801; R? = 0,997), 4cido clorogénico (y
= 72120x — 405698; R? = 0,993), acido galico (y = 31332x — 27051; R? = 0,991), &cido p-
cumarico (y = 113841x — 595197; R? = 0,997), 4cido trans-ferrulico (y = 67556x — 284328; R?
= 0,998), cafeina (y = 78062x — 98510; R2 = 0,999), catequina (y = 5716,4x — 54087; R2 =
0,987), epicatequina (y = 2714,9x - 2898,8; R? = 0,797), epigalocatequina (y = 9173,5x -
79487; R? = 0,850), quercitina (y = 28863x — 164590; R? = 0,835) e rutina (y = 10082x - 58113;
R2=0,996). Os resultados foram expressos em g/L.

e Composto B-lapachona
A naftoquinona B-lapachona foi quantificada no extrato de H. albus e nas kombuchas
adicionadas da infuséo floral, de acordo com a metodologia validada por Kim et al. (2016). A
coluna utilizada para a separagdo (Symmetry C18 — 4,6 x 150 mm; 3,5 um) foi mantida a 30
“C. A fase movel foi constituida por um gradiente de agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila
(solvente B) nas seguintes proporcdes: 10 a 100% de B (0 a 30 minutos), seguido de eluicdo
isocratica de 100% de B (5 minutos), e recondicionamento da coluna (10% de B, 15 minutos).

A vazdo da fase movel foi de 1 mL/min e volume de injecdo de 10 uL de amostra.
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A identificag@o da B-lapachona nas amostras ocorreu por meio da comparacgéo do tempo
de retencdo e do espectro com o padrdo de referéncia. Uma faixa de 200 nm a 400 nm foi
estabelecida para leitura do detector PDA. A quantificacdo se sucedeu pela curva de calibragédo

da p-lapachona (y = 43416x + 3791,1; R? = 0,999). A concentragdo final foi expressa em mg/L.

e Acidos organicos

As kombuchas foram analisadas quanto a concentracdo de &cidos organicos
(glucurénico, ascorbico, latico e acético), segundo método adaptado de Santos et al. (2014).
Para a separagdo desses compostos utilizou-se uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm)
a 30 °C. A fase movel constituida de acido sulfirico (0,005 mol L) foi eluida em modo
isocratico, com fluxo de 0,5 mL/min e volume de injecdo de 10 puL de amostra.

A deteccdo dos &cidos ocorreu por comparacao dos tempos de reten¢do com os padroes
de referéncia, enquanto a quantificacdo foi calculada pelas curvas de calibracdo do acido
glucurdnico (y = 6,64E+06x — 1,07E+05; R? = 0,999), &cido ascorbico (y = 6,26E+07 —
1,70E+06; R? = 0,997), 4cido latico (y=3,27E+06 — 1,19E+05; R? = 0,998) e &4cido acético (y =
7,01E+06x — 2,83E+05; R? = 0,999). O teor final dos acidos foi expresso em g/L.

2.2.3.6 Atividade antiglicémica

O extrato de ipé foi testado em diferentes concentracgdes (15,62; 31,25; 62,50; 125; 250;
500; 1000 mg/mL), a fim de calcular os percentuais de inibicdo da enzima a-glucosidase e
estabelecer sua atividade bioldgica (Moradi-Afrapoli et al., 2012). As amostras (10 uL) diluidas
em DMSO (5%) foram pipetadas em microplaca com a solucdo de a-glucosidase, composta por
20 pL de solucdo enzimatica (0,5 UN/mL) e 120 pL de tampéo fosfato (0,1 mol L; pH 6,9); 0
conjunto foi incubado a 37 “C por 15 minutos. Ap6s o tempo de reacdo 20 pL de solugdo de
substrato preparada com p- nitrophenyl-a-D-glucopyronoside (5 mM) em tampéo fosfato (0,1
mol L%, pH 6,9) foram adicionados, seguido de incubagdo por mais 15 minutos. Em seguida 80
uL de Na2COs (0,2 mol L) foram adicionados. A absorbéncia das amostras foi realizada em
espectrofotdmetro de microplaca (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA) no comprimento

de onda de 405 nm. O resultado foi expresso em % de inibi¢do da enzima (Equacéo 1).

Inibicdo (%) = [(Abs. controle — Abs. amostra) /Abs. controle] x 100.  (Equacéo 1)
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2.2.3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nas anélises foram expressos como media e desvio padréo, com
posterior analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Fisher LSD (Fisher Least
Significance Difference), para avaliar a diferenca entre as amostras. A forca de correlacdo entre
os parametros foi analisada pelos produtos de Pearson (r). O software STATISTICA verséo 7.1
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) foi utilizado para delinear o planejamento experimental Box-

Behnken, a cinética de fermentacdo, bem como todas as determinac@es estatisticas realizadas.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Otimizag8o Da Extracdo De Compostos Bioativos Das Pétalas De Handroanthus albus

Os extratos de ipé amarelo obtidos no planejamento experimental estdo apresentados na
Figura 7. Esse material foi avaliado quanto a concentracdo de compostos bioativos e potencial
antioxidante (Tabela 5). As maiores concentracdes de fenois e flavonoides com significancia
estatistica (p < 0,05) foram observadas na amostra EI12, enquanto o extrato EI9 apresentou 0s
menores teores. Esses extratos foram preparados com a mesma concentracao de pétalas (56
g/L), mas com tempos (15 e 5 minutos, respectivamente) e temperaturas (90 °C e 60 °C,
respectivamente) de infusdo diferentes. Esse cendrio indica que as varidveis tempo e
temperatura de infusdo poderiam apresentar maior impacto na extracdo de compostos das
pétalas de ipé amarelo. Entretanto, de acordo com os modelos para compostos fendlicos e
flavonoides propostos na analise de regressdo multipla (Tabela 6), o coeficiente de regressédo
linear demonstrou correlagé@o positiva apenas no fator temperatura (Xz), 0 que demonstra que
essa variavel foi a mais influente no processo de extracdo de compostos dos tecidos florais.

A temperatura de infusdo mais elevada favorece a permeabilidade da parede vegetal,
bem como amplifica a solubilidade e a difusdo de compostos no meio. Por consequéncia, 0
tempo de extracdo pode ser reduzido com o emprego de temperaturas mais altas (Prabawati et
al., 2021), o que justifica a auséncia de significancia (p > 0,05) da variavel Tempo (X2) nos
modelos propostos para fendis e flavonoides (Tabela 6). Esse contexto corrobora com o estudo
de Zannou, Kelebek e Selli (2020), que documentaram resultados superiores aos observados
neste estudo para o teor de fendis em pétalas de Hibiscus sabdariffa infundidas a 98 °C por 40
minutos (2135 mg AG/L) e 16 minutos (2201 mg AG/L). Gonzalez-Barrio et al. (2018)
observaram menores concentragfes de fenois e flavonoides nas espécies de flores Viola
wittrockiana (44,88 mg AG/L,; 3,23 mg CAT/L, respectivamente) e Antirrhinum majus (28,35
mg AG/L; 1,89 mg AG/L, respectivamente). Nessa pesquisa a extracdo foi realizada com as

amostras liofilizadas, em temperatura ambiente (22 °C — 26 "C), por um periodo de 24 horas.
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Tendo em vista que o emprego de temperaturas mais elevadas otimizou a extragdo de
compostos bioativos das pétalas de ipé amarelo, a mesma tendéncia foi observada nas atividades
antioxidantes avaliadas pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH (Tabela 5). A amostra com maior
(p < 0,05) concentragdo de compostos bioativos (EI12), também demonstrou melhores
desfechos em relacéo ao potencial antioxidante. Por consequéncia, o inverso foi observado na
amostra EI19. A atividade antioxidante tende a ser mais elevada em amostras com expressivas
concentracdes de compostos bioativos, em virtude da contribuicdo dessas substancias para essa
bioatividade (Han et al., 2019; Katarzyna et al., 2021). Corroborando com o estudo de Barros
et al. (2020), no qual a infusdo de Stachys byzantina, que apresentou maior concentracéo de
compostos, também demonstrou forte efeito inibitorio pelos métodos ABTS (330,19 mg TE/qg),
FRAP (312,44 mg TE/g) e DPPH (139,15 mg TE/g), quando comparada as demais espécies
avaliadas. Comportamento similar foi observado na espécie Viola wittrockiana pelos métodos
antioxidantes DPPH (71,20%) e FRAP (206,37 mmol Fe?*" equivalentes/100 g) (Gonzalez-
Barrio et al., 2018); e em flores vermelhas de Tropaeolum majus pelo método FRAP (10,97
umol TE/g) (Barros et al., 2020).

Figura 7 — Extratos de Handroanthus albus obtidos a partir do planejamento fatorial Box-
Behnken
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Nota — El1 (32 g/L; 5 min; 75 °C); El2 (80 g/L; 5 min; 75 °C); Els (32 g/L; 15 min; 75 °C); El4 (80 g/L; 15 min;
75 °C); Els (32 g/L; 10 min; 60 °C); Els (80 g/L; 10 min; 60 °C); El7 (32 g/L; 10 min; 90 °C); Els (80 g/L; 10 min;
90 °C); Elg (56 g/L; 5 min; 60 °C); El10(56 g/L; 15 min; 60 °C); El11 (56 g/L; 5 min; 90 °C); El12 (56 g/L; 15 min;
90 °C); El13(56 g/L; 10 min; 75 °C); El14(56 g/L; 10 min; 75 °C); El1s (56 g/L; 10 min; 75 °C).

Fonte: Autoria propria (2023).
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Tabela 5 — Concentracdo de compostos fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH dos extratos

de Handroanthus albus.

Amostra FENOIS TOTAIS FLAVONOIDES ABTS FRAP DPPH
(mg AG/L) (mg CATI/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L)
Ell 904" + 84,4 319,5 £ 32,5 3894,19 + 100,4 3526,59 + 268,2 3277,59 + 310,6
ElI2 899,6" + 20,4 289,59+ 2,3 3393,68° + 67,94 3786,8" + 57,8 3697,5" + 125,3
ElI3 841,1"+5,6 321,57+ 28,7 3703,1% + 163,4 2382,1"+ 77,4 3778,77 £ 311,7
El4 1119,3% + 38,7 375% +5 3635,5% + 74,2 3995,1° + 135,4 5345,79 + 100,5
EI5 1065,2¢ + 54,4 401,75% + 12,24 3802,9° + 106,8 3404,249 + 161,02 2721" + 32
El6 729,59 + 19,1 249,5" + 10,8 2631,6" + 45,9 2752,9" + 80,6 2785"+ 4
= 1261,6 + 35,1 439 + 12 5540,94? + 212,22 4765,49 + 289,8 3550,9" + 74,9
ElI8 1219 + 62 4645 + 10,1 4361° + 157 15514,5% + 262,9 7050,2° + 68,7
EI9 654,29 + 70,7 217,211 + 16,24 2745" + 68 2739,2" + 117,5 1433,7' + 62,2
E110 902,17+ 16,8 312,29+ 1,9 3634,60% + 146,23 3553,901 + 111,14 2716,9"+ 2,8
El11 1333,4° + 46,4 470,6° + 18,8 5419,2° + 158,7 5283,08° + 127,43 5917,7¢+ 108,9
El112 1513,6% + 61,7 600,38° + 8,14 5679,9° + 84,5 7420,60° + 80,22 8468% + 93
El113 1245,4° + 46,8 441,70°+ 7,12 4659,8° + 148,9 5106,52¢ + 147,14 4302,1° + 20,1
El14 1189,1% + 39,5 452,3% + 21,9 45725 + 74,2 5172,5¢ + 74,5 4207,4° + 59,8
El15 1204,5¢ + 46,5 368,3° + 15,6 3377,7° + 106,9 44578° + 73 3628,21 + 49,8

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo. AG: &cido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox; El1 (32 g/L; 5 min; 75 °C); El2 (80 g/L; 5 min; 75
°C); Els (32 g/L; 15 min; 75 °C); Ela (80 g/L; 15 min; 75 °C); Els (32 g/L; 10 min; 60 °C); Els (80 g/L; 10 min; 60 °C); El7 (32 g/L; 10 min; 90 °C); Els (80 g/L; 10 min; 90
°C); Elg (56 g/L; 5 min; 60 °C); El10 (56 g/L; 15 min; 60 °C); El11 (56 g/L; 5 min; 90 °C); El12(56 g/L; 15 min; 90 °C); El13(56 g/L; 10 min; 75 °C); El14 (56 g/L; 10 min; 75
°C); Els (56 g/L; 10 min; 75 °C). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo teste de Fisher LSD.
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Os modelos para cada variavel resposta (compostos fendlicos totais; flavonoides;
ABTS; FRAP; DPPH) propostos na analise de regressdo multipla estdo expressos na Tabela 6.
Esses modelos foram significativos (p < 0,05), ndo indicaram falta de ajuste (Plack of fit > 0,05)
e apresentaram R? ajustado superior a 0,56.

A temperatura (X3) demonstrou ser o parametro mais significativo sobre a concentragéo
de compostos fenolicos, flavonoides e atividades antioxidantes dos extratos de ipé amarelo. Os
coeficientes de regressao linear significativos e com efeito positivo para essa variavel indicam
que o maior fator testado para esse parametro (90 ‘C) é recomendado, com o prop6sito de obter
o melhor rendimento no processo de extragdo. Conforme discutido anteriormente, temperaturas
mais elevadas aumentam a vibragcdo das moléculas presentes na parede vegetal aumentando
com isso a sua permeabilidade, o que otimiza a difusdo de compostos dos tecidos florais para o
meio (Prabawati et al., 2021). Entretanto, temperaturas acima de 100 °C podem conduzir a uma
degradacéo de compostos, e por consequéncia impactar negativamente o potencial antioxidante,
em virtude da termolabilidade das substancias bioativas (Muche; Speers; Rupasinghe, 2018).

O parametro tempo (X2) de infusdo exerceu influéncia significativa apenas sobre o
potencial de captura DPPH, apresentando coeficiente de regressao linear com efeito positivo.
Isso sugere que a condi¢do 6tima para essa variavel pode ser definida pelo fator superior testado
(15 minutos). Zannou, Kelebek e Selli (2020) observaram melhores resultados em termos de
atividade antioxidante das flores de Hibiscus sabdariffa, em condi¢des de tempo (16 minutos)
e temperatura (98 °C) similares ao do presente estudo. Ja no estudo de Han et al. (2019), a
atividade antioxidante pelo método DPPH da flor de Chrysanthemum morifolium amarelo foi
mais eficiente com uma extracdo a 100 °C por 2 minutos (47,18%), em comparagdo ao
experimento por 4 minutos (43,40%). Esse contexto reforca o conceito de que, o tempo de
extracdo pode ser minimizado com a aplicagdo de temperaturas mais elevadas (35 a 100 °C)
(Prabawati et al., 2021).

No que tange a variavel concentracdo de pétalas (X1), foi possivel observar influéncia
significativa somente nas variaveis de resposta FRAP e DPPH, com coeficiente de regressao
linear positivo. Ademais, sobre a variavel de resposta FRAP o fator X; e a temperatura (X3)
demonstraram interacdo linear positiva. Esses desfechos sugerem que a maior concentracgdo de
pétalas (80 g/L) avaliada na extracdo deve ser utilizada, objetivando melhores rendimentos no
processo. Entretanto, em um processo de extracdo, o aumento da quantidade de amostra nao
necessariamente implica em maior concentragdo de compostos. I1sso porque, o rendimento pode

ser afetado pelo equilibrio entre soluto e solvente, de modo que a saturagdo do solvente pode
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ocorrer em virtude do excesso de amostra (Ozturk; Parkinson; Gonzalez-Miquel et al., 2018),
0 que pode justificar a auséncia de significancia da varidvel concentracdo de pétalas (X1) sobre
0 teor de compostos fendlicos e flavonoides. O emprego de quantidades de tecido floral
superiores as testadas, ndo implicaria em maior extracdo de bioativos.

O impacto significativo da concentracdo de pétalas (X1) sobre as atividades
antioxidantes FRAP e DPPH pode ser correlacionado com a exposi¢do de diferentes
biomoléculas e compostos de interesse, que influenciam diretamente o potencial antioxidante
(Ozturk; Parkinson; Gonzalez-Miquel et al., 2018). Os ensaios antioxidantes testados avaliam
porcdes limitadas do potencial redutor total de uma amostra, uma vez que possuem mecanismos
distintos de analise. Enquanto os métodos ABTS e DPPH sdo baseados no potencial de
eliminacdo dos radicais livres pela amostra avaliada, a partir da transferéncia de elétrons, o teste
de FRAP é pautado na capacidade de reducéo do ion férrico. Além disso, 0 método DPPH néo
permite a determinacdo do poder antioxidante da porcéo hidrofilica de uma amostra (Jakubczyk
et al., 2020). Em complemento, a estrutura da matéria-prima avaliada, a concentracdo e a
eficacia intrinseca de reatividade dos compostos aos radicais livres e outras espécies reativas
de oxigénio, sdo fatores que exercem influéncia significativa nos resultados de uma anélise
antioxidante (Rumpf; Burger; Schulze, 2023). Portanto, os testes antioxidantes podem ser
considerados métodos mais sensiveis as variagdes no processo de extracao, e por consequéncia
apresentam interferéncia significativa de diversos parametros.

Pautando-se nesse contexto, foi possivel determinar o ponto 6timo de todas as variaveis
de forma simultanea (Figura 8). Assim, a partir das condi¢Ges 6timas de cada parametro, é
possivel obter melhor desempenho do sistema em termos de extracdo de compostos bioativos e
potencial antioxidante. Portanto, segundo a otimizacdo da extragdo de compostos do ipé
amarelo, foi sugerido que os melhores resultados podem ser obtidos com uma concentracdo de

pétalas de 80g/L a 90 ‘C, por 15 minutos.
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Tabela 6 — Efeitos das variaveis independentes (Concentracdo de pétalas, Tempo e Temperatura) sobre a concentracdo de compostos fendlicos,

flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH dos extratos de Handroanthus albus.

Variaveis respostas Fatores Coef. de Erro padrdo t-valor p-valor -95% de +95% de
Regressao confianca confianca

Compostos fendlicos (mg  Constante 1072,12 41,01 26,13 <0,0001 983,50 1160,73

AG/L) X3 247,11 56,16 4,39 <0,0007 125,77 368,45
R? ajustado 0,567
Plack-of-fit 0,058

Flavonoides (mg CAT/L)  Constante 381,53 17,78 21,45 <0,0001 343,12 419,95
X3 99,21 24,34 4,07 <0,0013 46,61 151,81
R? ajustado 0,560
Plack-of-fit 0,320

ABTS (umol TE/L) Constante 4004,51 144,99 27,61 <0,0001 3691,27 4317,75
X3 924,96 198,53 4,65 <0,0004 496,04 1353,87
R? ajustado 0,596
Plack-of-fit 0,701

FRAP (umol TE/L) Constante 4912,34 471,96 10,40 <0,0001 3873,55 5951,14
X1 1499,32 646,26 2,31 <0,040 76,89 2921,75
X3 2540,99 646,26 3,93 <0,002 1118,56 3963,42
X1X3 2654,80 913,96 2,90 <0,0143 643,18 4666,42
R? ajustado 0,652
Plack-of-fit 0,101

DPPH (umol TE/L) Constante 4250,08 200,41 21,20 <0,0001 3808,96 4691,20
X1 636,50 274,43 2,31 <0,040 32,48 1240,53
X2 670,81 274,43 2,44 <0,032 66,78 1274,84
X3 1948,75 274,43 7,10 <0,0001 1344,72 2552,78
R? ajustado 0,807
Plack-of-fit 0,064

Nota - X1: Concentracdo de pétalas (32, 56 e 80 g/L); Xz: Tempo (5, 10 e 15 min); Xs: Temperatura (60, 75 e 90 °C); AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de

Trolox.
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Figura 8 — Superficie de resposta e graficos de contorno mostrando os efeitos das variaveis
independentes (Concentracdo de pétalas, Tempo, Temperatura) sobre a
concentracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante no ponto 6timo dos
extratos de Handroanthus albus.
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Os resultados preditos para cada parametro de resposta avaliado em condicGes étimas,
bem como os valores obtidos experimentalmente estdo dispostos na Tabela 7. Mediante 0s
dados apresentados, os modelos para compostos fendlicos totais, flavonoides, ABTS, FRAP e
DPPH foram validados para fins preditivos, considerando que os valores experimentais estdo

contidos em um intervalo de 95% de confianca.

Tabela 7 — Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto 6timo de extracéo

das pétalas de Handroanthus albus.

Valores

Variavel resposta ) -95% de +95% de ]
Predito ) ) Experimental
confianga confianga

Compostos fendlicos totais

(Mg AG/L) 1379,33 1296,19 1462,46 1384,86 + 34,43
Flavonoides (mg CATI/L) 506,90 376,17 637,63 507,28 £ 17,05

ABTS (umol TE/L) 4734,99 2916,00 6.553,99 3498,62 + 101,14
FRAP (umol TE/L) 9197,68 7321,28 11074,09 7715.73 £ 29,34
DPPH (umol TE/L) 7506,15  6873,59 8138,72 7474,96 + 140,58

Nota: AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox.

2.3.2 Atividade Antiglicémica

O extrato de ipé obtido na otimizacdo foi avaliado quanto a atividade antiglicémica por
meio do potencial de inibicdo da enzima a-glicosidase (dados ndo apresentados). Pautando-se
nos valores obtidos, nenhuma atividade antiglicémica foi detectada no extrato avaliado. Em
comparacdo a acarbose (controle positivo), o extrato de ipé amarelo ndo demonstrou eficacia
na inibicdo da enzima a-glicosidase. Essa enzima esta associada a hidrolise dos carboidratos
dietéticos a nivel intestinal, o que otimiza o processo absortivo dessas moléculas e eleva os
niveis de glicose plasmatica. Assim, a inibicdo dessa enzima é uma condigdo desejavel para
minimizar os desequilibrios metabdlicos relacionados a hiperglicemia e diabetes mellitus
(Nowicka; Wojdylo, 2019). Até o presente, este € o primeiro registro sobre o efeito
hipoglicemiante de extratos das flores de H. albus.

O efeito hipoglicemiante de determinada espécie parece estar intimamente associado
aos compostos polifendlicos presentes nos tecidos vegetais avaliados. Esses compostos atuam

como supressores dos niveis de glicose circulante, porque estdo envolvidos na protecéo e
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reparacdo das células p pancreaticas, potencializando a secrecdo de insulina, além de contribuir
com o aumento da absor¢éo de glicose pelas células, e inibir sua absor¢do no intestino delgado
(Aekunowo et al., 2019). Comumente os compostos bioativos apresentam maiores taxas de
extracdo em solventes polares como etanol, metanol, acetona e até mesmo a agua (Takahashi
etal., 2020). Entretanto, alguns compostos apolares podem ter sua extragéo limitada em virtude
da incompatibilidade com o solvente empregado (Akinmoladun et al., 2022). Assim, a auséncia
de atividade antiglicémica observada no extrato de ipé pode estar associada a real incapacidade
de inibicdo de a-glicosidase pela espécie. Ou ainda, a extracdo ineficiente dos compostos
bioativos associados aos efeitos hipoglicemiantes, considerando que a &gua foi utilizada como

solvente no processo.

2.3.3 Otimizacdo Das Kombuchas Com Infusdo De Camellia sinensis

Com o intuito de otimizar as kombuchas a base de ché preto, as infusdes e bebidas
fermentadas foram caracterizadas quanto ao teor de compostos bioativos e potencial
antioxidante (Tabela 8). Os resultados indicaram diferenca significativa (p < 0,05) entre oS
experimentos, o que demonstra influéncia das variaveis testadas (concentracdo de ché; teor de
sacarose; temperatura) no rendimento do processo.

Em termos de compostos fendlicos totais e flavonoides, o mosto com maior
concentracdo de cha preto (P12) apresentou melhores resultados, em comparacdo as infusdes
P4 e P8. Esse desfecho esta associado a composicdo natural do cha preto, que apresenta uma
concentragéo robusta e variada de compostos bioativos (Cardoso et al., 2020). O processo de
fabricacdo do cha preto envolve a oxidacao das folhas de Camelia sinensis, a qual estimula a
acao das enzimas polifenoloxidases. Essa acdo enzimatica promove uma alteracdo na estrutura
de compostos mais complexos como a catequina, levando a formacao de flavondis diméricos e
poliméricos conhecidos como teaflavinas e tearubiginas (Bishop et al., 2022).

Por consequéncia, as kombuchas com maior concentracéo de cha preto (KP2; KP4; KP6
e KP8), também agregaram maior teor de compostos. As amostras KP2, KP4 e KP8
apresentaram uma concentragdo de aproximadamente 1,1 vezes maior de compostos fenolicos;
e 1,2 vezes superior para flavonoides, em compara¢do ao mosto na concentracdo de 12 g/L
(P12). Resultados similares para o teor de compostos fenélicos (1090 mg AG/L) em kombucha
fermentada com cha preto foram documentados por Cardoso et al. (2020). Nessa pesquisa a
infusdo foi preparada com a mesma concentracdo méxima de cha preto (12 g/L), mas em
temperatura (75 "C) e tempo (2 minutos) inferiores aos utilizados neste experimento. Jakubczyk

et al. (2020) observaram menores concentracdes de fenois e flavonoides em kombucha (206
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mg AGI/L,; 126,7 mg RE/L, respectivamente) e mosto de ché preto (183,1 mg AG/L; 231,7 mg
RE/L, respectivamente). A fermentacédo foi realizada por 14 dias e o cha preparado com uma
concentracdo de 8g/L. A assimilacdo de compostos polifendlicos durante a fermentacdo da
kombucha é esperada, pois a acdo microbiana e enzimatica do meio promove a conversao de
compostos mais complexos como a tearubigina, em moléculas mais simples como a teaflavina
(Jafari et al., 2020).

Os polifendis configuram uma classe de compostos com o mais alto nivel de
propriedades antioxidantes, em virtude da capacidade em eliminar radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (Bishop et al., 2022). Dessa forma, o potencial antioxidante da kombucha
estd associado ao teor de compostos bioativos presentes no mosto, bem como aqueles
sintetizados durante o processo fermentativo (Morales, 2020). Assim, o comportamento das
infusbes e das kombuchas a base de cha preto desenvolvidas, em relacdo as atividades
antioxidantes (Tabela 8), estd em consonancia com a literatura. A infusdo com maior
concentracdo de cha preto (P12) apresentou elevado teor de compostos bioativos, e por
consequéncia atividades antioxidantes mais expressivas em relacdo as demais (P4 e P8).
Similarmente, as kombuchas com elevado teor de compostos como KP2, KP6 e KP8, também
apresentaram os melhores resultados em termos de potencial de neutralizagcdo de substancias
reativas. Esses desfechos corroboram com os resultados obtidos por Jakubczyk et al. (2020),
que observaram um potencial antioxidante pelo método FRAP de 4486,7 uM Fe(ll)/L em
infusdo de chéa preto, enquanto para a kombucha o resultado foi igual a 1573,9 uM Fe(Il)/L.
Pelo método ABTS, Cardoso et al. (2020) obtiveram resultados préximos aos obtidos no

presente estudo, em kombucha fermentada com cha preto (8220 umol TE/L).
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Tabela 8 — Concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH das infusfes

(P4; P8 e P12) e kombuchas (KP1 a KP15) a base de ché preto.

(Continua)
Amostra FENOIS TOTAIS FLAVONOIDES ABTS FRAP DPPH
(mg AG/L) (mg CATI/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L)
P4 351,07' + 26,51 52,79" + 2,71 2606,88 + 91,79 1925,69% + 109 5021,14" + 329,54
P8 978,78% + 55,69 108,94 + 8,57 6391,259 + 122,15 4642,07¢ + 387,77 12339,43% + 938,88
P12 1135,04¢ + 100,95 144,22° + 10,74 8921,31°+ 112,11 6887,79% + 238,23 18718,42" + 1955,17
KP1 401,944 + 31,23 46,28 + 2,78 2432,73' + 118,45 2277,37V + 41,85 6824,43" + 662,52
KP2 1246,63% + 51,76 169,212 + 3,09 10375,22% + 443,33 6718,88° + 272,92 20746,68 + 767,10
KP3 459,30 + 35,07 46,85" + 2,08 2383,24' + 59,95 2241,79V + 127,64 4315,07" + 150,44
KP4 1203,34 + 50,73 156,24° + 2,93 6283,079 + 165,11 6275,18% + 363,08 11488,03% + 466,56
KP5 445,775 + 33,79 42,47 + 2,37 4970,06' + 86,04 1971,20% + 148,55 8776,37° + 746,39
KP6 1022,07¢ + 95,35 143,83 + 3,45 6782,37¢ + 54,93 6152,49% + 237,86 12708,95¢ + 1131,97
KP7 437,65 + 20,53 51,16" + 3,14 2425,88' + 115,13 2172,897% + 111,80 4565,87" + 288,57
KP8 1292,63% + 28,43 166,412 + 3,82 6751,16% + 73,92 7141,29° + 191,82 13223,75° + 584,08
KP9 529,64! + 52,18 103,447 + 5,05 6307,079 + 159,5 4105,66" + 97,28 5478,099" + 366,40
KP10 759,08 + 57,85 97,349 + 2,64 6014,17" + 155,75 3729,61" + 309,32 6988,79" + 642,58
KP11 816,44" + 47,79 128,24 + 4,39 6393,669 + 119,69 4685,49° + 179,92 6577,70" + 605,86
KP12 921,96 + 56,62 106,33 + 2,23 6566,86° + 62,53 4670,08° + 131,74 6849,69" + 631,69
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(Concluséo)

Amostra FENOIS TOTAIS FLAVONOIDES ABTS FRAP DPPH
(mg AG/L) (mg CATI/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L)
KP13 918,17+ 58,59 110,11 + 1,17 6434,41% + 100,53 4212,80" + 164,87 6695,04" + 545,10
KP14 889,49 + 50,73 107,56° + 6,80 6608,88% + 122,7 4579,05° + 113,7 6323,19 + 376,10
KP15 829,979" + 48,61 110,76° + 2,72 5201,88' + 101,08 3929,199" + 244,62 6352,34™ + 635,48

Nota: Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. P4: cha preto na concentragdo de 4g/L; P8: ché preto na concentracdo de 8g/L; P12: ch4 preto na concentracao
de 12g/L; KP1 (4 g/L; 50 g/L; 25 °C); KP2 (12 g/L; 50 g/L; 25 °C); KPs (4 g/L; 100 g/L; 25 °C); KP4 (12 g/L; 150 g/L; 25 °C); KPs (4 g/L; 100 g/L; 20 °C); KPs (12 g/L; 100
g/L; 20 °C); KP7 (4 g/L; 100 g/L; 30 °C); KPs (12 g/L; 100 g/L; 30 °C); KPs (8 g/L; 50 g/L; 20 °C); KP1o (8 g/L; 150 g/L; 20 °C); KPu1 (8 g/L; 50 g/L; 30 °C); KP12 (8 g/L;
150 g/L; 30 °C); KP13 (8 g/L; 100 g/L; 25 °C); KP4 (8 g/L; 100 g/L; 25 °C); KP1s (8 g/L; 100 g/L; 25 °C); AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo teste de Fisher.
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As infusdes e kombuchas a base de cha preto foram avaliadas quanto ao potencial
hidrogenibnico (pH) e teor de &cido acético (Tabela 9). O pH das infusdes com diferentes
concentracdes de ché preto oscilou entre 5,15 (P12) e 6,50 (P4). O cha preto apresenta um pH
mais acido (pH 4,9), em virtude da presenca de acidos fendlicos (acido galico; catequina) e
organicos (&cido maélico; acido citrico). Portanto, quanto maior sua concentracdo em uma
infusdo, a tendéncia é que os valores do pH sejam reduzidos nessa solugdo (Primiani et al.,
2018). Ou seja, quanto maior a concentracéo de cha, menor o pH da infusdo, e, portanto, mais
acido o meio se encontra.

Ja em relacdo as kombuchas fermentadas por 15 dias o pH variou de 2,61 (KP3) a 3,13
(KP2). De maneira geral, ao final do processo fermentativo todas as amostras de kombucha
apresentaram reducao dos valores de pH, em relacéo as infusdes. Esse cenario € justificado pela
formacdo de 4&cidos organicos como acético, glucurbnico, latico e malico, que ocorre
naturalmente durante a fermentacdo. Além disso, fatores como a composic¢do do SCOBY e 0s
parametros de fermentagdo podem interferir na producédo dos &cidos e metabdlitos presentes na
bebida final (Bishop et al., 2022). A predominancia de diferentes espécies de bactérias acéticas
e laticas na bebida também pode variar a producéo de acidos organicos, de acordo com o tipo
de cha utilizado (Cardoso et al., 2020).

Quanto a concentracdo de acido acético, os valores obtidos nas kombuchas apés 15 dias
de fermentacéo oscilaram entre 3,89 g/L (KP6) e 9,60 g/L (KP12). O aumento do teor de acido
acetico durante o processo fermentativo é esperado, porque as bactérias acéticas realizam a
sintese desse composto a partir da conversao do etanol presente no meio (Bishop et al., 2022).
Essas bactérias também podem sintetizar acido acético a partir da frutose, que é utilizada como
substrato para formacdo de outros acidos organicos como glucurdénico, malico e latico (Ayed,;
Abid; Hamdi, 2017). Além disso, quando a concentracdo de acido acético esta elevada, o pH
do meio tende a ser mais acido, o que foi observado nas bebidas KP12 com pH de 2,63 e por
consequéncia maior concentragdo de 4cido (9,6 g/L).

Contudo, a amostra KP3 apresentou pH acido (2,61) e baixa concentracdo de acido
aceético (3,94 g/L), em relacdo as outras amostras. Esse fendbmeno possivelmente estd associado
a um efeito de tamponamento ineficaz do meio de fermentacdo. A presenca de acidos na
kombucha implica na liberacdo de ions hidrogénio (H*), que tornam o meio de fermentacédo
mais acido se ndo houver a neutralizacdo do sistema pela acdo de substéncias alcalinizantes.
Além disso, a dissociacdo do dioxido de carbono (CO) e a producdo de ions bicarbonato

(HCO*) também contribui para o carater tamp&o do sistema (Silva et al., 2021). Na kombucha,
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os polifendis configuram uma classe de compostos alcalinos capazes de equilibrar a acidez da
bebida. Dessa forma, considerando que a formulagcdo KP3 foi desenvolvida com a menor
concentracdo de cha testada (4 g/L), o teor destes compostos nao foi suficiente para conferir um
efeito tamponante eficaz na neutralizacdo dos ions H* dispersos no meio.

Segundo a Instrugdo Normativa n” 41, de 17 de setembro de 2019, que determina os
padrbes de identidade e qualidade da kombucha em todo o territorio brasileiro, o0 pH minimo
da bebida deve ser de 2,5 e maximo de 4,2 (Brasil, 2019). Kombuchas com pH < 2,5 podem
indicar elevada concentracdo de acido acético, o que pode influenciar negativamente o sistema
digestivo, conferindo risco a saude do consumidor (Jakubczyk et al., 2020). Enquanto pH > 4,2
pode comprometer a inocuidade da bebida, sugerindo contaminagdo por microrganismos
patogénicos (Cardoso et al., 2020). Dessa forma, todas as kombuchas produzidas apresentaram
pH em conformidade com a normativa vigente. Jakubczyk et al. (2020) documentaram um valor
de pH inferior (2,53) aos obtidos neste estudo, em kombucha a base de cha preto (8 g/L)
fermentada por 14 dias. J& no estudo de Cardoso et al. (2020) a kombucha desenvolvida com
mosto de cha preto (12 g/L) apresentou pH de 3,5 apos 10 dias de fermentacéo.

Tabela 9 — Potencial hidrogenidnico (pH) e concentracéo de acido acético das infusdes (P4; P8
e P12) e kombuchas a base de cha preto (KP1 a KP15).

(Continua)
Amostras pH Acido acético (g/L)

P4 6,50 + 0,012 ND

P8 5,98 + 0,01° ND

P12 5,16 + 0,01° ND

KP1 2,77 £ 0,01 7,70 £ 0,01¢
KP2 3,13 +0,02¢ 6,67 +0,47¢
KP3 2,61+0,19 3,94 +0,19"
KP4 2,95 + 0,01° 5,34 + 0,47f
KP5 2,80 +0,019" 4,35+0,179
KP6 3,07 £0,01¢ 3,89 +0,05"
KP7 2,63 + 0,02 6,42 + 0,03¢
KPS 2,86 + 0,01 8,99 + 0,23
KP9 2,91 +0,01¢ 7,18 +0,01°
KP10 2,85+ 0,01% 5,21 +0,01°
KP11 2,87 + 0,01 9,35 + 0,04
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(Conclusdo)

Amostras pH Acido acético (g/L)
KP12 2,63+ 0,01 9,60 + 0,02
KP13 2,72 £0,01 8,17 +0,36°
KP14 2,81 +0,029" 6,03 + 0,05°
KP15 2,75 +0,02" 5,29 + 0,02

Nota: Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. P4: cha preto na concentragdo de 4 g/L; P8: cha
preto na concentragdo de 8 g/L; P12: cha preto na concentragéo de 12 g/L; KP1 (4 g/L; 50 g/L; 25 °C); KP2 (12
g/L; 50 g/L; 25 °C); KP3 (4 g/L; 100 g/L; 25 °C); KP4 (12 g/L; 150 g/L; 25 °C); KPs (4 g/L; 100 g/L; 20 °C); KPs
(12 g/L; 100 g/L; 20 °C); KP7 (4 g/L; 100 g/L; 30 °C); KPs (12 g/L; 100 g/L; 30 °C); KPg (8 g/L; 50 g/L; 20 °C);
KP1o (8 g/L; 150 g/L; 20 °C); KP11 (8 g/L; 50 g/L; 30 °C); KP12 (8 g/L; 150 g/L; 30 °C); KP13 (8 g/L; 100 g/L; 25
°C); KP4 (8 g/L; 100 g/L; 25 °C); KP1s (8 g/L; 100 g/L; 25 °C); ND: ndo detectado ou valores abaixo do limite
de deteccdo; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de
significancia de 5% pelo teste de Fisher.

Os modelos para as variaveis de resposta (compostos fenodlicos totais; flavonoides;
ABTS; FRAP; &cido acético) sugeridos na analise de regressdo multipla foram significativos (p
<0,05) (Tabela 10). Os modelos ndo apresentaram falta de ajuste (Plack of fit > 0,05) e foram
representados por um R? ajustado superior a 0,42. Os modelos foram ajustados objetivando
maximizar compostos bioativos e potencial antioxidante, e minimizar a concentracao de acido
acetico. Ndo foi possivel descrever os resultados obtidos pelo método DPPH utilizando o
modelo, uma vez que o conjunto de dados apresentou falta de ajuste significativo (Plack of fit
<0,05).

A variavel concentracdo de cha (X1) demonstrou ser um dos pardmetros com maior
interferéncia sobre a concentracdo de fendis totais, flavonoides e potencial antioxidante (ABTS
e FRAP) das infusbes e kombuchas a base de ché preto. A interacdo dessa variavel resultou em
um coeficiente de regressao linear positivo, o que sugere 0 emprego do maior fator testado (12
g/L) para otimizar o processo. Assim, a composi¢do bioativa da kombucha pode variar
consideravelmente, quando fermentada em infusGes menos concentradas. Em kombucha
fermentada com mosto de cha preto na concentracao de 10 g/L foram registradas concentragdes
de fenois (231,92 mg AG/L), flavonoides (20,45 mg CAT/L) e atividade antioxidante por DPPH
(61,11%) muito abaixo dos valores obtidos no presente estudo (Yikmis; Tuggiim, 2019).

A concentracdo de sacarose (X2) foi o par@metro com menor interferéncia sobre as
varidveis de resposta correlacionadas. O fator X, apresentou coeficiente de regressao linear
significativo (p <0,05) somente em relacdo ao teor de flavonoides, demonstrando uma interagao
negativa. Apesar desse contexto sugerir que, menores teores de sacarose poderiam resultar em

melhores rendimentos para a concentragdo de flavonoides, a metodologia de superficie de
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resposta sugere que o maior fator testado (150 g/L) para esse parametro podera apresentar os
melhores desfechos. Isso porque, a concentracdo de sacarose ndo demonstrou interferéncia
consideravel (p > 0,05) sobre as demais variaveis analisadas (compostos fendlicos totais,
ABTS; FRAP; &cido acético).

Ademais, segundo Dwiputri e Feroniasanti (2019), o aumento na concentragdo de
flavonoides parece estar mais correlacionado ao tempo de fermentagdo, e a conversdo de
compostos polifenolicos pelos microrganismos contidos no meio. Essa acdo microbiana estéa
diretamente associada a concentracdo de sacarose, pois as bactérias e leveduras utilizam cerca
de 60 a 70% desse composto como fonte energética (Bishop et al., 2022). Em contraste aos
valores obtidos nesta pesquisa, alguns experimentos que utilizaram 100 g/L de sacarose para
producdo de kombucha a base de chéa preto, obtiveram menores concentracdes de flavonoides
apos 10 dias (20,45 mg CATI/L) (Yikmis; Tuggiim, 2019) e 14 dias de fermentacgdo (126,7 mg
CAT/L) (Jakubczyk et al., 2020).

De forma similar a concentragdo de cha (X1), a variavel temperatura (Xs3) foi um dos
parametros com impacto em maior niumero de variaveis de resposta. Para a concentracdo de
fenois totais, flavonoides, atividade antioxidante pelo método FRAP e teor de acido acético, o
coeficiente de regressédo linear apresentou correlacdo positiva com a variavel temperatura (Xa).
O que resultou em uma temperatura de fermentacéo intermediaria (23 "C), segundo os valores
preditos pelo método de superficie de resposta, para obter melhores rendimentos do sistema. O
processo de fermentacdo ideal para a kombucha deve ser realizado em temperaturas entre 22 e
28 °C. Essa condicdo se justifica pela necessidade de um ambiente favoravel & multiplicacio e
acdo microbiana no meio fermentativo (Bishop et al., 2022).

Comparativamente aos resultados obtidos, menores concentracdes de compostos
fendlicos e flavonoides foram documentadas em kombuchas de cha preto fermentadas a 24 “C
(Yikmis; Tuggiim, 2019) e 28 "C (Jakubczyk et al., 2020). Na pesquisa de Cardoso et al. (2020),
as bebidas fermentadas a 25 "C apresentaram menor atividade redutora pelo método ABTS. Em
ambos os estudos a concentracdo de cha preto (10 g/L; 12 g¢/L; 8 g/L, respectivamente) e
sacarose (100 g/L; 50 g/L; 100 g/L, respectivamente) foram semelhantes as utilizadas nesta

pesquisa.
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Tabela 10 — Efeitos das variaveis independentes (concentracdo de cha, sacarose e temperatura) sobre a concentracdo de compostos fendlicos,
flavonoides, atividade antioxidante (ABTS, FRAP) e teor de acido acético das kombuchas fermentadas a base de cha preto.

(Continua)

Variaveis Fatores Coef. De Erro t-valor p-valor -95% de +95% de
respostas regressao padréao confianca confianca
Compostos Constante 811,60 22,70 35,75 <0,001 762,14 861,07
fendlicos totais (mg X3 377,50 31,09 12,14 <0,001 309,76 445,24
AG/L) X3 89,01 31,09 2,86 0,014 21,28 156,75

R? ajustado 0,916

Plack-of-fit 0,199
Flavonoides (mg Constante 105,75 1,56 67,93 <0,001 102,32 109,17
CATI/L) X1 56,11 2,13 26,32 <0,001 51,42 60,81

X2 -5,04 2,13 -2,36 0,037 -9,74 -0,35

X3 8,13 2,13 3,81 0,002 3,44 12,82

R? ajustado 0,981

Plack-of-fit 0,063
ABTS (umol TE/L) Constante 5728,71 322,60 17,76 <0,001 5031,77 6425,65

X1 2247,49 441,74 5,09 <0,001 1293,16 320,81

R? ajustado 0,639

Plack-of-fit 0,279
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(Concluséo)

Variaveis Fatores Coef. De Erro t-valor p-valor -95% de +95% de
respostas regressao padrao confianca confianca
FRAP Constante 4324,19 60,01 72,06 <0,001 4193,45 445494
(umol TE/L) X1 2203,07 82,17 26,81 <0,001 2024,04 2382,10
X3 338,85 82,17 4,12 0,001 159,82 517,88
R? ajustado 0,981
Plack-of-fit 0,862
Acido acético (g/L) Constante 6,54 0,38 17,33 <0,001 5,73 7,36
X3 1,17 0,52 3,32 0,005 0,60 2,83
R? ajustado 0,418
Plack-of-fit 0,619

Nota - X1: concentracdo de ché (4, 8 e 12 g/L); Xz: concentracdo de sacarose (50, 100 e 150 g/L); Xs: temperatura (20, 25 e 30 °C); AG: acido galico; CAT: catequina; TE:
equivalentes de Trolox.
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Os experimentos foram reproduzidos nas condi¢des 6timas preditas (12 g/L de cha
preto; 150 g/L de sacarose; 23 'C), objetivando a validagdo dos modelos que propdem a
maximizacdo de compostos fendlicos, flavonoides, atividade ABTS, FRAP; e reducao do teor
de acido acético. Os valores preditos e experimentais estdo sumarizados na Tabela 11. Os
modelos para fendis totais, ABTS e FRAP podem ser considerados validos para fins preditivos,
uma vez que os valores experimentais estdo inseridos em um intervalo de 95% de confianga. J&
para o teor de flavonoides e acido acético, os modelos ndo poderdo ser empregados em outros
experimentos para predi¢do de valores, uma vez que os resultados experimentais ndo foram
obtidos dentro do intervalo de confianga (95%).

Tabela 11 — Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto étimo de extracdo
das kombuchas a base de chéa preto.

Valores

Variavel resposta -95% de +95% de

Predito Experimental

confianga  confianga

Fenois totais (mg AG/L) 1197,13 1089,90 1304,36 1187,11 + 47,79
Flavonoides (mg CAT/L) 153,56 145,86 161,26 138,44 + 3,01
ABTS (umol TE/L) 7540,34 5926,98 9153,69  6242,44 + 14,92
FRAP (umol TE/L) 6282,89 5996,45 6712,13 6449,41+126,89
Acido acético (g/L) 5,31 3,54 7,09 10,97 £ 0,38

Nota: AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox.

2.3.4 Cinetica De Fermentacdo De Kombucha Com Extrato De Handroanthus albus
2.3.4.1 Compostos fendlicos e flavonoides totais

O aspecto visual das kombuchas obtidas na cinética de fermentacdo, incluindo a bebida
padrdo (100% de ché preto), controle (50% de cha preto + 50% de agua) e adicionadas de ipé
amarelo (50% de cha preto + 50% de extrato floral), pode ser observado na Figura 9. Essas
amostras foram caracterizadas quanto ao teor de compostos fenolicos e flavonoides (Figura 10),
visando avaliar a influéncia das variaveis tempo e substrato sobre a composic¢ao das bebidas.
Nas kombuchas padrdo a concentragdo de fenois totais variou entre 654,54 + 41,07 mg AG/L e
841,26 £ 6,94 mg AG/L, sem diferencga significativa (p > 0,05) entre o dia 0 e 0 décimo dia de
fermentacdo. O mesmo comportamento foi observado para o teor de flavonoides, que
apresentou valores entre 75,72 + 3,58 mg CAT/L e 119,22 + 7,73 mg CAT/L. Desfechos
similares foram documentados por Ozyurt (2020), que n&o identificou diferenca (p > 0,05) na

concentracdo de fendis totais entre o dia 0 e dia 9 de fermentacdo de kombucha com cha preto.
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Corroborando com Jakubczyk et al. (2020), que obtiveram mesmo cenario para o teor de
flavonoides no primeiro (1) e Gltimo dia (14) de cinética de fermentacdo. A epicatequina e a
epigalocatequina sdo os polifendis de maior predominancia no cha preto. A concentracao desses
compostos tende a aumentar com a progressao da fermentacgéo (Bishop et al., 2022), conforme
observado na anélise cromatogréafica (Tabela 12). Isso ocorre porque, 0 consorcio microbiano
promove a liberacdo de enzimas que catalisam a bioconversdo de polifendis mais complexos,
presentes inicialmente no cha, convertendo-os em compostos despolimerizados ao final da
fermentacao (Niziot-Lukaszewska et al., 2020).

Figura 9 — Kombuchas a base de cha preto e adicionadas de Handroanthus albus (ipé amarelo)
produzidas em uma cinética de fermentacao.

Kombucha padréo?

Kombucha controle?

Kombucha com ipé amarelo®
Nota: *Kombucha com 100% de cha preto; 2Kombucha com 50% de ché preto e 50% de dgua; *Kombucha com
50% de cha preto e 50% de extrato de ipé amarelo; os recipientes estdo organizados conforme a ordem da cinética
de fermentacdo (dia 0; 1; 3; 5; 7 e 10).

Fonte: Autoria prépria (2023).
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No que tange as kombuchas fermentadas com extrato de H. albus, o teor de compostos
fendlicos variou entre 402,3 + 1,66 mg AG/L e 492,2 + 10,88 mg AG/L. Para o teor de
flavonoides foram registrados valores entre 62,87 + 1,17 mg CAT/L e 78,17 £+ 8,45 mg CATI/L.
Quando comparadas as kombuchas com 100% de cha preto no tempo zero de fermentacéo, as
bebidas com ipé apresentaram reducdo de 1,7 vezes no teor de fendis totais e 1,5 em
flavonoides. Essas alteracOes sdo esperadas quando o substrato de fermentacdo convencional é
alterado, uma vez que a maior concentracdo de polifendis esta nas folhas de Camellia sinensis
(Bishop et al., 2022). De forma similar as kombuchas de chéa preto, as bebidas com adicdo de
ipé ndo apresentaram reducdo consideravel (p < 0,05) na concentracdo de compostos ao final
do tempo de fermentagdo. Comportamento semelhante foi observado por Hardoko et al. (2020)
em kombucha fermentada com extrato de Rhizophora mucronata, na qual o teor de fendis totais
ndo apresentou alteracdes (p > 0,05) entre o 7° e 14° dia de fermentacdo. Contrariamente,
kombuchas com adicdo de Clitoria ternatea apresentaram aumento no teor de compostos
fendlicos e flavonoides apds 12 dias de fermentacdo (Wongthai et al., 2021). Essas variacdes
enfatizam a degradacdo enzimaética de polifendis e flavonoides complexos em moléculas
menores, 0 que resulta no aumento das suas concentragcbes com a progressao da fermentagdo
(Chakravorty et al., 2016). Além disso, alteracdes no substrato de fermentagdo da kombucha
implicam em variagcBes nos compostos presentes no meio, 0 que resulta em comportamentos

diferentes dos microrganismos e sintese variada de novos compostos (Zou et al., 2021).

Figura 10 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre a concentragao de compostos fendlicos
totais e flavonoides em kombuchas a base de cha preto e adicionadas de
Handroanthus albus (ipé amarelo).
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Legenda: m Kombucha padréo: 100% de cha preto; + Kombucha com Ipé amarelo: com 50% de cha preto e 50%
de extrato de ipé amarelo; A Kombucha controle: com 50% de cha preto e 50% de agua; AG: acido galico; CAT;
catequina.

Nas amostras de kombucha controle, os resultados observados para fenois se
assemelharam ao fermentado contendo ipé amarelo (382,9 £ 15,9 mg AG/L a 495,12 + 47,2 mg
AGI/L), ao passo gue as concentracdes de flavonoides foram inferiores (40,23 + 2,01 mg CAT/L
a61,8 +2,5mg CAT/L). Em um comparativo da kombucha controle com aquela adicionada de
extrato floral, constata-se uma melhor performance em termos de flavonoides na kombucha
contendo a flor, evidenciando a incorporacdo de compostos adicionais provenientes do extrato
de H. albus a bebida final. Contudo, é pertinente ressaltar que os niveis obtidos ainda sédo

inferiores quando comparados ao fermentado padrdo (100% de cha preto).

2.3.4.2 Andlise cromatografica de compostos fendlicos individuais

Os componentes fendlicos identificados e quantificados por cromatografia liquida nas
kombuchas a base de cha preto e adicionadas de H. albus estdo ilustrados na Tabela 12. Os
resultados revelaram auséncia de acido cafeico, &cido p-cumérico, &cido transferrulico,
catequina, epicatequina e quercetina em todas as amostras. O extrato de ipé amarelo obtido nas
condi¢Bes oOtimas também foi avaliado, demonstrando a presenca de &cido clorogénico e
epigalocatequina nos tecidos florais. A kombucha com 100% de cha preto apresentou as maiores
concentragdes (p < 0,05) dos compostos detectados (acido clorogénico; acido gélico; cafeina;
epigalocatequina; rutina), que foram reduzidos paralelamente ao incremento do extrato de H.
albus. Apesar da reducdo significativa de compostos frente a substituicdo de cha preto pelo
extrato de ipé amarelo, as kombuchas com infusdo floral apresentaram uma composicdo fendlica
mais favoravel, quando comparadas ao fermentado controle (50% de cha preto e 50% de agua
destilada). Ademais, a concentragéo de todos os compostos detectados na kombucha controle foi
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reduzida com a progressdo da fermentacdo, possivelmente em virtude do esgotamento de
substrato e nutrientes nesta amostra.

O teor de acido clorogénico nas kombuchas com ipé amarelo foi igual (p > 0,05) a
bebida padrdao com 100% de cha preto, o que pode estar relacionado a presenca do composto no
extrato floral. Essas amostras demonstraram comportamento similar em termos de &cido galico,
epigalocatequina e rutina, com aumento progressivo das concentracbes ap6s 10 dias de
fermentacdo. Contrariamente, todas as amostras tiveram reducao nos teores de cafeina ao final
do experimento. Essas oscilages na concentracdo de compostos fenolicos individuais estdo em
consonancia com o teor de fenois e flavonoides totais discutidos anteriormente (Figura 10), que
demonstraram variagOes entre as amostras, e superioridade de substancias bioativas na kombucha
com 100% de cha preto. Isso porque, a infusdo de cha preto detém uma diversidade de fendlicos
diméricos e poliméricos, que sdo convertidos em substancias de menor massa molar. Portanto, a
variabilidade nos teores de compostos das kombuchas esté relacionada a biotransformacao ou
degradacdo enzimatica, as quais contribuem para o aumento ou reducdo de bioativos na bebida
(Cardoso et al., 2020). Ja os estoques de cafeina comumente sdo reduzidos ou esgotados em
virtude do consumo desse constituinte fenolico pelas bactérias e leveduras (Chakravorty et al.,
2016).

Comportamento similar as amostras deste estudo foi observado na investigacdo de
Villarreal-Soto et al. (2019), que observaram uma reducédo nos teores de cafeina e epicatequina,
em kombuchas a base de cha preto fermentadas em recipientes com diferentes diametros por 21
dias. Cardoso et al. (2020) documentaram uma predominancia do composto epigalocatequina-3-
O-galato dentre as catequinas de kombuchas fermentadas com cha preto e cha verde. Ja na
pesquisa de Amjadi et al. (2023), os autores buscaram inovar o processo fermentativo da
kombucha a partir da substituicdo do cha preto por uma infusao das pétalas de Echium amoenum.
Os pesquisadores registraram um teor de acido clorogénico de 0,102 g/L nas bebidas a base de
chd preto, mas ndo detectaram a presenca desse composto na kombucha com substrato

alternativo.
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Tabela 12 — Quantificacdo cromatografica de compostos fenolicos individuais em kombuchas
a base de cha preto e adicionadas de Handroanthus albus (ipé amarelo).

Composto ) Kombuchas
n Dia* Extrato®
fendlico (g/L) Padrao! Controle? Ipé amarelo®
Acido 0 0,0070%+ 0,01 0,0065°+ 0,02 0,0071%+0,02 0,0063°
clorogénico 10 0,0070%+ 0,01 0,0063°+0,01 0,0071*+0,01 £0,01
o 0 0,070°+ 0,01 0,0419+0,01  0,0419+0,02
Acido gaélico ND
10 0,1082+ 0,01 0,039+ 0,01 0,049¢+ 0,02
0 0,3512+ 0,01 0,058+ 0,01 0,143°+ 0,02
Cafeina ND
10 0,314°+ 0,01 0,028°+0,01 0,107+ 0,01
_ _ 0 0,038+ 0,01 0,0219+0,01 0,019+ 0,01
Epigalocatequina 0,0119
10 0,0772+ 0,01 0,016+ 0,02 0,026+ 0,01
_ 0 0,032°+ 0,02 0,016°+0,01  0,0219+0,01
Rutina ND
10 0,035+ 0,01 0,0137+ 0,01 0,022°+ 0,01

Nota: *Dia de fermentagdo; *Kombucha padrdo: 100% de cha preto; 2Kombucha controle: 50% de cha preto e 50%
de agua; *Kombucha com ipé amarelo: 50% de cha preto e 50% de extrato de ipé amarelo; “extrato de H. albus
obtido nas condigdes Otimas de extracdo; ND: ndo detectado ou valores abaixo do limite de detec¢do. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo
teste de Fisher.

2.3.4.3 Andlise cromatogréfica do composto B-lapachona

A B-lapachona consiste em uma naftoquinona lipofilica derivada do lapachol
(Mokarizadeh et al., 2020). Esses elementos ocorrem naturalmente na casca das espécies
florestais dos géneros Handroanthus e Tabebuia, popularmente denominados “ipés” (Grose;
Olmstead, 2007). Segundo Vianal et al. (2003), a quantidade de B-lapachona presente no cerne
dos ipés é relativamente inferior a 0,1%. Em relacdo as flores, até o presente, ndo foram
encontradas investigagdes sobre a presenga de B-lapachona nos tecidos florais da espécie H.
albus. Portanto, este parece ser o0 primeiro registro acerca da composicdo de um extrato das
pétalas de ipé amarelo, assim como do produto fermentado resultante de sua aplicac&o.

O extrato otimizado e as kombuchas adicionadas de H. albus foram avaliados
cromatograficamente quanto a presenca e concentracdo de B-lapachona. A naftoquinona foi
detectada em todas as amostras avaliadas. A maior concentragdo (p < 0,05) foi obtida no extrato
floral (202,5% + 2,5 mg/L), seguido das kombuchas no tempo zero (135° + 3,61 mg/L) e décimo
dia de fermentacdo (137° + 0,20 mg/L), que ndo apresentaram diferenca significativa entre si

(p > 0,05). Considerando esses dados em conjunto, é razoavel afirmar que a p-lapachona alem



81

de estar presente nos tecidos florais, também agregou valor funcional as kombuchas, mantendo-
se estavel durante o processo de fermentagéo.

O crescente interesse pela B-lapachona esta arraigado a seus potenciais efeitos benéficos
na saude humana. A naftoquinona ja demonstrou efeitos anti-inflamatérios em quadros de
Alzheimer, pancreatite e esclerose multipla (Mokarizadeh et al., 2020). O composto também
parece desempenhar acdo antioxidante, bactericida e fungicida (Hamed et al., 2020). Além
dessas atividades, a B-lapachona ja foi reconhecida por sua atividade antitumoral, otimizando o
processo apoptotico em células de carcinoma humano (Mokarizadeh et al., 2020; Locken et al.,
2018). Em camundongos portadores de tumor de ascite de Ehrlich, a administracdo de 1 mg/kg
de B-lapachona demonstrou melhor eficécia no prolongamento da vida dos animais (Queiroz et
al., 2008). Com base nesse desfecho, é também razoavel ressaltar que a biodisponibilidade da
B-lapachona é considerada baixa (15,54%), em virtude de sua reduzida solubilidade em agua e
elevada biodegradacdo intestinal e hepatica (Mokarizadeh et al., 2020). Outra categoria de
compostos identificados no ipé amarelo, os polissacarideos, tem demonstrado atividade
antitumoral, conforme investigado previamente por Carlotto et al. (2020). Contudo, as

evidéncias nesta area sdo limitadas a modelos animais e cultura celular.

2.3.4.4 Atividade antioxidante

Em termos de atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH, as varidveis
tempo e substrato de fermentagéo interferiram significativamente (p < 0,05) nas kombuchas
desenvolvidas (Figura 11). As bebidas fermentadas com mosto de cha preto apresentaram
propriedades antioxidantes mais potentes, quando comparadas as kombuchas adicionadas de
ipé amarelo e ao fermentado controle. Pelo método ABTS a amostra & base de cha preto com
maior potencial foi a KP10 (6874,52 + 28,3 umol TE/L), que também se destacou pelo método
FRAP (6708,13 + 33,2 umol TE/L); enquanto o experimento KP5 apresentou maior resultado
para 0 método DPPH (12618,77 £+ 38,4 umol TE/L). De maneira geral, foi possivel observar
um aumento progressivo da atividade antioxidante das bebidas durante os 10 dias de
experimento. Comportamento similar foi observado por Zou et al. (2021), em kombuchas
fermentadas com menor concentracdo de ché preto (6 g/L) e maior tempo de fermentacdo (14
dias) em comparagdo ao presente estudo. Yikmis e Tuggiim (2019) ndo observaram diferenca
estatistica (p > 0,05) no potencial antioxidante por DPPH, entre o primeiro e o décimo dia de
fermentacao de kombuchas a base de cha preto. Em outro estudo, pelos métodos ABTS e DPPH
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houve reducdo da atividade antioxidante de kombuchas & base de ch& preto apo6s 9 dias de
fermentac&o, enquanto pelo método FRAP essa bioatividade aumentou (Ozyurt, 2020).

Ja as bebidas adicionadas de ipé amarelo demonstraram menor potencial neutralizador de
substancias reativas. A amostra KI0 apresentou atividade mais elevada (p <0,05) pelos métodos
ABTS (4758,8 + 98,3 umol TE/L) e FRAP (3522,10 £ 98,2 umol TE/L), em comparacgao as
outras kombuchas com ipé. Pelo método DPPH a bebida codificada como KI1 teve maior
destaque (6819,60 + 68,3 umol TE/L). Assim, ap6s 10 dias de fermentacéo foi possivel observar
uma reducdo sutil da atividade antioxidante das bebidas com ipé amarelo. Em kombuchas
fermentadas com 50% de ch& preto e 50% de Ocimum basilicum, a atividade antioxidante por
DPPH também demonstrou reducdo significativa com o decorrer do processo fermentativo
(Yikmis; Tuggiim, 2019). Enquanto kombuchas preparadas com extrato de Clitoria ternatea
apresentaram aumento progressivo da atividade antioxidante (DPPH e ABTS) ap6s 12 dias de
fermentagdo (Wongthai et al., 2021). Segundo Muhialdin et al., (2019), periodos de
fermentacdo de kombucha por mais de 14 dias ndo s&o favoraveis, pois a atividade antioxidante
da bebida tende a ser reduzida, o que pode ser associado ao consumo de compostos e acidos
organicos como fonte de carbono pelos microrganismos presentes no meio (Jayabalan et al.,
2014).

De maneira analoga & kombucha com ipé amarelo, o fermentado controle demonstrou
uma performance antioxidante inferior em relacdo aos ensaios de ABTS (3138,6 + 88,6 mg TE/L
a4002,4 £ 57,6 mg TE/L) e FRAP (2426,4 + 22,3 mg TE/L a 2930,14 + 17,8 mg TE/L) quando
comparado a bebida padrdo, apresentando uma reducdo progressiva ao longo do processo de
fermentacdo. Pelo método DPPH, embora tenha apresentado um comportamento similar as outras
atividades, a kombucha controle evidenciou um desempenho inferior (3177,15 £ 74,2 mg TE/L)
em relacdo a bebida contendo H. albus (5906,42 + 47,14 mg TE/L) ao final da fermentacédo (dia
10), confirmando, assim, a incorporacdo de compostos antioxidantes derivados do tecido floral.

O ligeiro decreéscimo observado nas atividades antioxidantes das amostras controle e
adicionadas de ipé amarelo esta intimamente relacionado a substituicdo do cha preto. Isso porque,
as folhas de Camellia sinensis detém a maior concentracdo de compostos bioativos com potencial
de eliminacdo e neutralizacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Wang et al.,
2019). Os compostos fendlicos possuem a capacidade de doar elétrons e atomos de hidrogénio
do grupo —OH, por isso sdo considerados potentes agentes antioxidantes (Zubaidah et al., 2019).
No chéa preto a galocatequina, a epigalocatequina e a cafeina se destacam como os fendis mais

predominantes (Wang et al., 2019). Diante desse contexto, o teor de fendis totais obtido nas
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kombuchas com ipé apresentou forte correlacdo (p < 0,05) com a atividade antioxidante pelos
métodos ABTS (r =0,95) e DPPH (r = 0,71). Enquanto nas kombuchas de cha preto foi observada
correlacdo similar também para ABTS (r = 0,87) e DPPH (r = 0,80).

Além disso, de acordo com o tipo de substrato utilizado, concentracdo de sacarose e
tempo de fermentacdo, o comportamento da microbiota também pode variar, resultando em
diferentes composic¢des da bebida final (Jakubczyk et al., 2020; Silva et al., 2021). Assim, apesar
das variaces observadas no decorrer do processo fermentativo das kombuchas a base de cha
preto e com adi¢do de ipé, o tempo de fermentacdo de 10 dias demonstrou ser o periodo mais

satisfatorio em termos de compostos bioativos e potencial antioxidante.

Figura 11 — Efeito das varidveis tempo e substrato sobre a atividade antioxidante pelos métodos
ABTS, FRAP e DPPH das kombuchas a base de cha preto e adicionadas de
Handroanthus albus (ipé amarelo).
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Legenda: m Kombucha padréo: 100% de cha preto; + Kombucha com Ipé amarelo: com 50% de ché preto e 50%
de extrato de ipé amarelo; Kombucha controle: com 50% de cha preto e 50% de agua; TE: equivalentes de
Trolox.

2.3.4.5 Ganho de massa da placa celuldsica

O ganho de massa da matriz celulésica foi monitorado com o proposito de avaliar a
dindmica dos microrganismos em relagdo a variagdo temporal e ao substrato de fermentacao
das kombuchas (Figura 12). Nas bebidas desenvolvidas com mosto de cha preto (100%) foi
possivel observar uma rapida adaptacédo das bactérias e leveduras, visto que a formacdo de uma
nova pelicula ocorreu no 3" dia de fermentac&o. Nas kombuchas enriquecidas com ipé amarelo,
a nova placa celuldsica foi observada somente apds 0 5° dia, 0 que poderia sugerir certo grau
de atividade antimicrobiana oriunda do tecido floral. Essa suposi¢cdo ganha consisténcia ao
considerar o comportamento do SCOBY na kombucha controle, o qual assemelhou-se ao da
bebida padrdo. Apesar de fermentada com uma proporc¢do de 50% de ché preto e 50% de agua,
a similaridade de desempenho com a kombucha tradicional pode ser explicada pela auséncia do
extrato floral na composicdo. No 10° dia de experimento 0 SCOBY das kombuchas a base de
chéa preto foi 2,8 vezes mais robusto (2,83 + 0,02 g), quando comparado a massa de celulose
microbiana das kombuchas com ipé amarelo (0,95 £ 0,02 g). Ao final do experimento, a placa
microbiana do fermentado controle apresentou uma massa equivalente a 2,34 + 0,01 g

A formacéo de uma nova placa celuldsica indica que o processo fermentativo esta
ocorrendo (Villarreal-Soto et al., 2018). Inicialmente as bactérias acéticas utilizam o substrato
como combustivel para a multiplicacdo celular (Bishop et al., 2022). Em seguida, parte da

glicose e do etanol sdo consumidos para sintetizar e polimerizar as cadeias de celulose,
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formando as fibrilas da rede do SCOBY. Destacam-se nesse processo bactérias do género
Acetobacter como Komagataeibacter xilynus e Gluconacetobacter intermedius, por exemplo
(Morales, 2020).

Assim, embora tenha transcorrido de maneira mais lenta, o processo de formacdo do
SCOBY nas kombuchas adicionadas de ipé também ocorreu. Isso indica que o complexo de
microrganismos se adaptou ao ambiente fermentativo. Esse retardo na formacao da nova placa
celulosica, bem como a menor quantidade de massa formada podem estar associados a uma
possivel atividade antimicrobiana. Entretanto, estudos sobre essa bioatividade dos tecidos
florais de H. albus ainda configuram uma lacuna na literatura. A porcao anatdmica da espécie
com predominancia de estudos sobre essa tematica é a casca. Isso porque, no cerne sao
encontrados os metabdlitos lapachol e a P-lapachona, que podem desempenhar acgdo
antimicrobiana (Hamed et al., 2020). Portanto, conforme discutido previamente (se¢édo 2.3.4.3),
a presenga da B-lapachona no extrato floral e nas kombuchas produzidas pode constituir uma
explicagdo plausivel para o retardo na formacdo do SCOBY nas bebidas contendo H. albus.

Na formacéo de biofilmes, a B-lapachona inibiu a atividade de Staphylococcus aureus
(Fernandes et al., 2020). Ja no estudo de Tomazeli et al. (2020), os extratos das flores de uma
outra variedade de ipé amarelo (Tabebuia aurea) ndo demonstraram atividade antibacteriana e
antifungica. Portanto, novas investigagcdes seriam necessarias para tecer maiores explicaces
acerca dos compostos presentes nas pétalas de H. albus, e sua possivel interacdo com o

complexo microbiano do SCOBY.

Figura 12 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre o ganho de massa do SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) formado nas kombuchas a base de cha
preto e adicionadas de Handroanthus albus (ipé amarelo).
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Legenda: m Kombucha padréo: 100% de cha preto; + Kombucha com Ipé amarelo: com 50% de cha preto e 50%
de extrato de ipé amarelo; A Kombucha controle: com 50% de cha preto e 50% de agua.
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2.3.4.6 Potencial hidrogenibnico e quantificagdo de acidos organicos

A influéncia do tempo e do substrato de fermentacdo sobre o pH e sintese de &cidos
organicos foi avaliada nas kombuchas elaboradas (Figura 13). O comportamento das bebidas
em relacdo ao pH foi semelhante em ambos 0s substratos, com reducédo progressiva dos valores
até o final da fermentacdo. As kombuchas alcangaram valores de pH situados entre 2,51 + 0,02
e 2,62 = 0,04 no décimo dia de fermentacdo (p > 0,05), estando em consonancia com a
legislacdo nacional em vigor (Brasil, 2019). A reducdo gradativa do pH das bebidas esta
intimamente associada a sintese de acidos organicos, que sdo produzidos pelo complexo
simbidtico de microrganismos durante a fermentacdo (Villarreal-Soto et al., 2018). Essa
diminuicdo nos valores de pH também foi observada em kombuchas & base de cha preto
(Jakubczyk et al., 2020) e adicionadas de flores de Malaviscus arboreus (Silva et al., 2021),
fermentadas por 14 dias. Ademais, a acidificacdo do meio fermentativo da kombucha é
favoravel para a inocuidade da bebida, pois limita o desenvolvimento de organismos
patogénicos (Bishop et al., 2022).

Durante a fermentacdo da kombucha as bactérias acéticas realizam a conversdo do
etanol em 4cido acético (Bishop et al., 2022). Por isso a bebida é considerada ndo alcdolica,
porque em condic¢des adequadas de fermentacao seu teor de etanol ndo deve ser superior a 0,5%
(v/v), em virtude do consumo desse composto pelo complexo microbiano (Brasil, 2019). A
concentracdo de acido acético tende a apesentar uma reducdo com a progressao da fermentacéo,
0 que foi observado nas bebidas desenvolvidas (Figura 13). O teor maximo de acido acético foi
alcancado no sétimo dia de fermentacdo para as kombuchas padréo (12 + 0,02 g/L) e adicionada
de ipé amarelo (9,2 + 0,02 g/L). Entretanto, na bebida controle, esse pico foi observado no
quinto dia (1,5 £ 0,02 g/L), sofrendo uma reducdo significativa (p <0,05) em ambas as amostras
ao término do experimento. Essa reducdo pode ser explicada pelo uso do acido acético como
fonte de carbono pelos microrganismos presentes no meio, uma vez que as reservas de sacarose
e etanol na matriz de fermentagdo vao sendo esgotados no decorrer do processo (Bishop et al.,
2022).

Em termos de &cido acético, os resultados desta investigacdo corroboram com 0s
achados descritos na literatura. Em kombuchas fermentadas com cha preto, Jakubczyk et al.
(2020) registraram um teor de acido acético de 7,03 g/L, enquanto Neffe-Skocinska et al. (2017)
apresentaram uma variacgdo de 1,42 a 1,65 g/L. Por outro lado, Cardoso et al. (2020) observaram
uma concentracao inferior a 10 g/L nesse contexto. Em kombuchas enriquecidas com Achillea

millefolium, a concentracdo de &cido acético atingiu 17,76 g/L (Vitas et al., 2018). Silva et al.
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(2021) obtiveram 8,8 g/L desse composto em kombuchas com extratos de Malvaviscus
arboreus e 3,9 g/L nas bebidas & base de cha verde. E importante destacar que essa variagio de
valores esta diretamente ligada aos parametros metodologicos empregados. Dentre os estudos
citados, por exemplo, os teores de sacarose variaram de 35 a 100 g/L, a concentracdo de cha foi
de 2,26 a 12 g/L e as temperaturas de fermentagdo oscilaram entre 20 e 30 °C. Quanto a duragao
do experimento, os estudos estipularam periodos de 7 a 14 dias de protocolo. O tempo de
fermentacgdo parece ser o fator de maior impacto nos teores de acido acético, que demonstram
valores mais altos quando associados a periodos de fermentagdo mais longos.

A concentracao de acido ascorbico aumentou significativamente (p < 0,05) ao longo do
processo fermentativo tanto nas kombuchas padrdo (100% de ché preto), quanto naquelas
adicionadas de ipé amarelo. O teor méaximo desse composto foi observado na bebida & base de
ché preto apos 10 dias de fermentacédo (0,95 + 0,01 g/L), que foi 2,4 vezes superior em relacdo
a kombucha com extrato floral no mesmo periodo de experimento (0,39 + 0,02 g/L).
Contrariamente, no fermentado controle, observou-se uma reducéo (p < 0,05) desse composto
a medida que a fermentacgdo progredia, possivelmente devido a escassez de substrato no mosto.
A vitamina C € um micronutriente caracteristico da kombucha, por isso uma pequena
concentracdo (0,30 g/L) foi detectada nas bebidas antes da fermentacao (dia 0), em virtude da
presenca do &cido ascérbico no starter fermentado previamente. A concentracdo desse
micronutriente tende a aumentar com o avanco da fermentacdo, em virtude da sintese de acido
ascorbico realizada pelas bactérias a partir da glicose (Miranda et al., 2022). Corroborando com
0s achados de Vitas et al. (2018) e Lonar et al., (2006), que registraram aumento na
concentracdo de vitamina C com a progressdo da fermentacdo de kombuchas adicionadas de
Achillea millefolium e a base de cha preto, respectivamente. Ademais, infusdes de cha preto ou
verde configuram as alternativas de substrato para fermentacdo de kombucha mais indicadas,
para obter melhores resultados em termos de sintese de &cido ascdrbico (Bishop et al., 2022),
conforme observado no presente estudo. Apesar da concentracdo de vitamina C ser semelhante
em ambos os substratos no ponto inicial da fermentacéo (dia 0), as kombuchas com 100% de
cha preto apresentaram aumento desse composto em 3,2 vezes ao final do processo (dia 10);
enquanto nas kombuchas com extrato de H. albus a proporcdo de aumento foi de apenas 1,3
Vezes.

Foi possivel observar um comportamento satisfatorio em termos de sintese de &cido
glucurdnico nas kombuchas desenvolvidas com adigdo de ipé amarelo (Figura 13). O

fermentado a base de cha preto apresentou concentragio maxima do composto somente no 10°
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dia de experimento (0,29 £ 0,02 g/L), sendo que essa mesma concentracdo (p > 0,05) foi obtida
no 5 dia de fermentacdo das kombuchas com ipé. O teor maximo de &cido glucurénico
detectado nas bebidas foi de 0,64 £+ 0,01 g/L, encontrado no fermentado com extrato de ipé
amarelo no décimo dia de fermentac@o. No experimento controle, de forma similar a kombucha
padrao, o acido glucurénico foi detectado somente no 10° dia de experimento (0,17 + 0,01 g/L).
Esse composto é sintetizado pelas bactérias acéticas (Acetobacter xylinoides, Acetobacter aceti,
Acetobacter pasteurianus, Bacterium gluconicum e Gluconobacter oxydans), que utilizam os
monossacarideos como substrato energético (Jakubczyk et al., 2020; Morales, 2020). Os
resultados obtidos neste estudo indicam teores de acido glucurdnico inferiores aos encontrados
em kombuchas fermentadas com cha verde (0,84 g/L) (Shahbazi et al., 2018), porém superiores
aos identificados em kombuchas preparadas com chéa preto (0,47 g/L) (Cardoso et al., 2020),
conduzidas ao longo de periodos de fermentacédo de 16 e 10 dias, respectivamente. Nguyen et
al. (2014) reportaram a mais alta concentracéao de &cido glucurdnico (0,043 g/L) em kombuchas
adicionadas de cepas de bactérias laticas Lactobacillus casei. Segundo os autores, as bactérias
laticas podem melhorar a sobrevivéncia das bactérias acéticas, potencializando assim a acdo
desses organismos na kombucha. Portanto, as disparidades na sintese de &cido glucurénico na
kombucha parecem estar estreitamente associadas a diversidade microbioldgica da cultura
iniciadora e as interagdes sinérgicas entre esses organismos.

O acido glucurénico configura um composto de interesse na kombucha, pois participa
da desintoxicacgdo xenobiotica do figado. Esse composto bioativo se liga a substancias quimicas
exogenas, excesso de hormonios, esteroides e poluentes, e através do sistema urinario otimiza
a eliminacdo dessas toxinas (Leal et al., 2018). Além de participar da biossintese de vitamina
C, aumentar a biodisponibilidade de polifendis e contribuir na profilaxia da osteoartrite (Bishop
etal., 2022). Diante desse contexto, o teor de acido glucurénico obtido na kombucha adicionada
de H. albus, configura um avanco para a comunidade cientifica. O extrato de ipé promoveu um
ambiente favoravel para a multiplicagdo e sinergia dos microrganismos envolvidos na sintese
de acido glucurénico. Assim, a adi¢cdo de tecidos florais como substrato alternativo para a
kombucha, consolida-se como uma opc¢ao eficiente para o aperfeicoamento das caracteristicas
funcionais da bebida.

Os niveis de acido latico apresentaram variagdes entre 0,11 + 0,01 g/L e 0,15 £ 0,02 g/L
nas kombuchas preparadas com cha preto e naquelas enriquecidas com ipé. A bebida controle
exibiu teores de &cido latico entre 0,08 + 0,02 g/L e 0,11 £ 0,03 g/L. Observou-se que as

kombuchas iniciaram o processo fermentativo com teores semelhantes de acido latico (0,10
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g/L), sem diferenga (p > 0,05) entre as amostras. A sintese desse &cido permaneceu constante e
muito similar nos substratos de cha preto e adicionado de H. albus, mantendo-se estavel na
kombucha controle. Na literatura sdo encontrados resultados inferiores (0,02 g/L) (Cardoso et
al., 2020) ou muito similares ao deste estudo (0,15 g/L) (Shahbazi et al., 2018), em kombuchas
preparadas com ch& preto e verde, respectivamente. O elevado teor de &cido latico nas
kombuchas indica a presenca de bactérias laticas metabolicamente ativas no meio fermentativo
(Jakubczyk et al., 2020). Esses microrganismos possivelmente contribuiram para a
sobrevivéncia das bactérias acéticas, potencializando a sintese de acido glucurénico (Nguyen

et al., 2014), conforme observado nas kombuchas desenvolvidas.



90

Figura 13 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre o pH e concentracdo de acidos organicos em kombuchas a base de cha preto e adicionadas
de Handroanthus albus (ipé amarelo).
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Legenda: m Kombucha padréo: 100% de cha preto; + Kombucha com Ipé amarelo: com 50% de cha preto e 50% de extrato de ipé amarelo; A Kombucha controle: com
50% de cha preto e 50% de agua destilada.
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24 CONSIDERAQC)ES FINAIS

O extrato otimizado de H. albus demonstrou caracteristicas favoraveis para a
fermentacao de kombucha, conferindo a bebida final um perfil funcional atrativo para consumo
humano. Apesar da menor concentracdo de compostos bioativos na kombucha fermentada com
tecido floral, essa bebida apresentou um comportamento similar a kombucha padrdo. Ademais,
a adicdo do extrato de ipé amarelo proporcionou a incorporagdo do composto B-lapachona a
bebida final, bem como favoreceu a sintese de &cido glucurdnico, um dos principais compostos
de interesse na kombucha. Essa descoberta representa um dos resultados mais relevantes deste
estudo, apresentando-se como um avanco significativo para a comunidade cientifica. Novas
pesquisas em diferentes condi¢cGes experimentais sdo encorajadas para avaliar o potencial
antiglicémico das pétalas de H. albus, ja que nesta investigacdo ndo foi identificada atividade
hipoglicemiante. Além disso, os resultados aqui documentados poderdo fornecer insights
valiosos para futuras investigacfes, uma vez que este € o primeiro registro conhecido sobre a

adicdo das pétalas de H. albus na kombucha.



93

CAPITULO 3- FERMENTA(;AO DE KOMBUCHA COM PETALAS DE
CAPUCHINHA (Tropaeolum majus)

RESUMO: A kombucha é uma bebida amplamente consumida e apreciada por suas
propriedades bioativas desintoxicantes no organismo humano. A bebida € obtida a partir da
fermentacdo de cha adocado por um consércio microbiano denominado SCOBY (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast). Além das infusdes tradicionais provenientes das folhas de
Camellia sinensis, outras alternativas de substratos vém sendo exploradas para aperfeicoar as
caracteristicas bioativas e funcionais da kombucha. Por isso, considerando a diversidade de
compostos bioativos presentes nas flores comestiveis, a espécie Tropaeolum majus,
popularmente conhecida como capuchinha, emerge como uma fonte natural com grande
potencial para a fermentacdo da kombucha. Esta investigacdo objetivou desenvolver
kombuchas a base de cha preto com a adi¢do de extratos das pétalas de T. majus. O experimento
iniciou com a identificacdo das condigdes ideais de extracdo dos compostos bioativos presentes
nas pétalas florais, empregando um delineamento experimental do tipo Box-Behnken.
Posteriormente, o extrato otimizado foi adicionado as kombuchas a base de cha preto,
fermentadas durante 10 dias, com andlises da cinética de fermentacéo realizadas nos dias 0, 1,
3,5, 7 e 10. As bebidas com extrato floral apresentaram comportamento similar em termos de
compostos bioativos e reducdo dos valores de pH, comparativamente a kombucha padréo.
Todas as amostras de kombucha mantiveram valores de pH dentro das normas regulatérias. Os
pigmentos antocianicos conferiram um aumento na atividade antioxidante nas bebidas
adicionadas de extrato floral. A sintese de acidos organicos nas bebidas com extrato floral foi
comparavel ao fermentado padréo, indicando que o extrato pode ser considerado um ingrediente
alternativo viavel para a producéo de kombucha.

I?alavras-chave: Bebida fermentada. Flores comestiveis. Bioatividade. Antocianinas. HPLC.
Acidos organicos.

3.1 INTRODUCAO

A crescente demanda dos consumidores por alimentos funcionais com propriedades
bioldgicas relevantes para a salde humana, tem incentivado a comunidade cientifica e a
industria de alimentos ao desenvolvimento de novos produtos, ou aperfeicoamento daqueles ja
consolidados no mercado. A kombucha é uma bebida milenar de origem Chinesa, com registros
de seu conhecimento e consumo desde 200 a.C. (Kapp; Summer, 2019). A bebida consiste no
produto da fermentacdo alcoolica conduzida por leveduras e acidificagdo de bactérias acéticas
aglomeradas em uma rede celul6sica denominada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast) (Bishop et al., 2022). O processo fermentativo ocorre a partir da inoculagéo da placa de
celulose em um substrato, comumente preparado com cha preto e sacarose (Cardoso et al.,
2020). Como resultado desse processo e consumo do substrato, obtém-se uma bebida com perfil

bioativo favoravel para consumo humano, capaz de fornecer profilaxia e recuperagdo da salde.
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Em vista disso, tem sido sugerido que a kombucha pode desempenhar atividade anti-
inflamatoria, antiglicémica, hipotensora, hipocolesterolémica, além de conferir fortalecimento
do sistema imunoldgico, otimizar os processos de desintoxicacéo hepatica e inibir a proliferacdo
de células cancerigenas (Bishop et al., 2022).

Os beneficios associados a kombucha estdo relacionados com suas propriedades
antioxidantes e presenca de compostos bioativos como catequina, epicatequina, teaflavina e
tearubigina. Essas propriedades sdo provenientes do processo fermentativo, bem como das
folhas de Camellia sinensis, que é a matéria-prima tradicionalmente utilizada para o preparo do
cha (Morales, 2020; Permatasari et al., 2022). Além do cha preto, outras variacfes de cha das
folhas de C. sinensis podem ser empregadas como cha verde, branco e oolong (Bishop et al.,
2022). Além dessas variacdes de chas, alguns estudos tém investigado a viabilidade de outras
espécies vegetais para fermentacdo de kombucha como Moringa oleifera (Primiani et al.,
2018), Rhizophora mucronata (Hardoko et al., 2020), manjericdo (Ocimum basilicum)
(Yikmis; Tuggiim, 2019), sabugueiro (Sambucus nigra) (Vitas et al., 2020) e canela
(Cinnamomum verum) (Shahbazi et al., 2018). Flores comestiveis como Clitoria ternatea
(Permatasari et al., 2022; Wongthai et al., 2021) Achillea millefolium (Vitas et al., 2018) e
Malvaviscus arboreus (Silva et al., 2021) também ja foram exploradas.

A espécie Tropaeolum majus, pertencente a familia Tropaeolaceae, é uma planta
herbacea nativa dos Andes, popularmente conhecida como capuchinha, caracterizada por suas
flores vistosas com potencial alimenticio (Valsalam et al., 2019). As inflorescéncias possuem
pétalas com tonalidades variadas, do amarelo ao laranja e vermelho, sendo frequentemente
utilizadas na alta gastronomia para guarnecer pratos ou enriquecer saladas, conferindo-lhes um
sabor apimentado atribuido & presenca de glucosinolatos (Ceslova et al., 2023). Os tecidos
florais da planta apresentam uma composicao rica em compostos fendlicos, vitamina C, luteina,
4cidos graxos essenciais como o linoleico, e glucotropaeolina (Barros et al., 2020; Ceslova et
al., 2023). Essa composicdo nutricional torna a capuchinha um recurso valioso na medicina
tradicional, em virtude dos potenciais efeitos terapéuticos na saide humana. Seus beneficios
incluem melhorias em infecgbes do trato urinario devido & agdo antibacteriana, além de
contribuir positivamente para disturbios cardiovasculares, hipertensdo e asma (Garzon et al.,
2015).

De posse desse contexto, torna-se evidente que a capuchinha emerge como um recurso
natural com potencial para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios, visando agregar

valor sensorial e funcional. Em complemento, a kombucha carece de novas alternativas de
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substratos para fermentacdo, com vistas a inovar as caracteristicas e propriedades bioativas da
bebida. Portanto, esta investigacdo se propde a desenvolver uma bebida fermentada por

microrganismos da kombucha, com a adicdo de extratos das pétalas de T. majus.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais
3.2.1.1 Material vegetal

As flores de Tropaeolum majus L. (variedade da cor laranja) foram cultivadas no
campus da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (25°05°23.0”S 50°06°03 0"W),
Ponta Grossa, Parand, Brasil. As inflorescéncias foram removidas dos pedunculos, com
posterior enxague das flores em agua destilada e acondicionamento em sacos de polietileno
selados (3L — 23cm x 38cm), para congelamento em ultrafreezer a -86 'C (NuAire®, Glacier
NU-9668, Minnesota, EUA) até o momento das analises. Uma exsicata contendo folhas, flores,
caules, raizes e sementes foi coletada para autenticacdo da espécie pelo herbario da UEPG. O
material encontra-se tombado na carpoteca sob o espécime de codigo HU-22803 (Anexo B).
Este projeto se encontra cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético
(SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil (registro# A20820A). As folhas de
Camelia sinensis (L.) Kuntze (Ledo Alimentos e Bebidas Ltda®, Fazenda Rio Grande-PR,

Brasil) foram obtidas em comércio local do municipio de Ponta Grossa, Parana, Brasil.

3.2.1.2 Symbiotic culture of bacteria and yeast

O SCOBY utilizado para a fermentacdo das kombuchas foi adquirido em sua forma
hidratada e de fonte certificada (The Kombucha Hub®, Laboratério White Labs, Frankfurt,
Alemanha). A massa celuldsica era composta por cepas de bactérias Bacillus licheniformis,
Bacillus pumillus, Bacillus aeropHilus, Bacillus safensis, Bacillus altitudinis, Bacillus
aeropHilus, Bacillus aryabhattai, Bacillus subtilis, Acetobacter tropicalis, Gluconacetobacter
saccharivorans, Micrococcus sp., Gluconacetobacter rhaeticus, Paenibacillus taichungensis;

e leveduras: Brettanomyces bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces sp.

3.2.1.3 Reagentes quimicos

Os seguintes reagentes foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,
EUA): ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazil), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), TPTZ (2,4,6-
Tris(2-Pyridyl)-S-Triazine), Folin-Ciocalteu, p-lapachona e demais padrbes para analise

cromatografica. Os reagentes de grau HPLC (High Performance Liquid Chromatography) como
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metanol, &cido acético e acetonitrila foram obtidos da J. T. Baker® (Phillipsburg, New Jersey,
EUA). O hidréxido de sodio e o nitrito de sddio de grau analitico foram obtidos da Merck®
(Darmstadt, Alemanha); assim como o cloreto de aluminio foi adquirido da FLUKA® (St.
Louis, MO, EUA); acetato de sodio anidro, cloreto de ferro e &cido cloridrico da BIOTEC®

(Cotia, SP, Brasil); e agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, SP, Brasil).

3.2.1.4 Outros materiais
Como fonte de carbono para as kombuchas utilizou-se acucar cristal (Camil Alimentos
S/A®, Sdo Paulo, Brasil), que foi obtido em comércio local do municipio de Ponta Grossa,

Parand, Brasil.

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Otimizacao da extracdo de compostos bioativos das pétalas de Tropaeolum majus

As pétalas de capuchinha foram infundidas em erlenmeyers (capacidade de 100 mL)
com agua destilada aquecida (25 mL) e em banho-maria sob aquecimento constante, de acordo
com as temperaturas estabelecidas no planejamento fatorial (Tabela 13). Durante 0 processo 0s
frascos foram devidamente selados com filme PVC (policloreto de vinila) para evitar a
evaporacdo. Apos a extracdo utilizou-se papel filtro qualitativo Whatman n” 1 (Whatman,
Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) para filtrar as infusdes e reter os tecidos florais.

Visando otimizar os parametros de extracdo de compostos bioativos das pétalas de T.
majus, um planejamento experimental Box-Behnken (1960) foi aplicado para avaliar os efeitos
das variaveis independentes concentracdo de pétalas (X1), tempo (X2) e temperatura de infusdo
(X3) (Tabela 13). As variaveis foram testadas com trés niveis, sendo os intervalos estabelecidos
com base na concentracdo de compostos fendlicos totais determinados em testes prévios. O
delineamento experimental resultou em 15 combinac¢des (CAP1 a CAP15) de ordem aleatéria
para minimizar varia¢fes inesperadas, e trés pontos centrais. A execucdo desse planejamento
objetivou detectar padrGes de resposta e determinar modelos para maximizar o teor de

compostos fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos.



97

Tabela 13 — Planejamento fatorial Box-Behnken aplicado para otimizar a extracdo de
compostos das pétalas de Tropaeolum majus (capuchinha).

Concentracéao de Tempo Temperatura
_ pétalas (g/L); X1 (minutos); X2 (CC); Xs
Experimento
Fatores Valc?res Fatores VanT’es Fatores Valo'res
reais* reais reais
CAP1 -1 20 -1 2 0 65
CAP 2 +1 60 -1 2 0 65
CAP 3 -1 20 +1 10 0 65
CAP 4 +1 60 +1 10 0 65
CAP5 -1 20 0 6 -1 40
CAP 6 +1 60 0 6 -1 40
CAP7 -1 20 0 6 +1 90
CAP 8 +1 60 0 6 +1 90
CAP9 0 40 -1 2 -1 40
CAP 10 0 40 +1 10 -1 40
CAP 11 0 40 -1 2 +1 90
CAP 12 0 40 +1 10 +1 90
CAP 13 0 40 0 6 0 65
CAP 14 0 40 0 6 0 65
CAP 15 0 40 0 6 0 65

Nota — Xi; Xo; Xs: codificacdes das variaveis concentracdo de pétalas, tempo e temperatura, respectivamente,
aplicadas em trés niveis no planejamento experimental. *Uma unidade de flor de capuchinha corresponde a
aproximadamente 0,5 g de pétalas.

3.2.2.2 Cinética de fermentacdo de kombucha com extrato de Tropaeolum majus

O extrato de capuchinha otimizado foi adicionado em kombuchas a base de cha preto,
visando avaliar a cinética de fermentacdo da bebida por um periodo de 10 dias. O cha preto
utilizado como substrato base foi preparado conforme método proposto por Zielinski et al.
(2014). A infusdo foi preparada com uma concentracdo de 12 g/L de ché e adicionada de 150
g/L de sacarose, conforme pardmetros otimizados previamente (Capitulo 2).

Apbs o resfriamento do cha (< 25 °C), o contetdo foi distribuido em fermentadores

(capacidade de 400 mL), com variagdo nas proporcoes. Para as kombuchas adicionadas de T.
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majus a fermentacdo foi realizada com 50% de ché preto (90 mL) e 50% de extrato (90 mL).
Amostras de kombuchas com 100% de cha preto (180 mL) utilizadas para controle, também
foram submetidas a cinética. Em seguida todos os fermentadores foram adicionados de 10%
(v/v) de kombucha fermentada previamente (liquido) e do SCOBY (2,5% m/v; em base Umida).
Visando manter um ambiente de preparo estéril, os procedimentos descritos foram realizados
em camara de fluxo laminar (Quimis®, Q216F21H, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, os
fermentadores foram fechados com tecido poroso de poliéster, para permitir uma condicao de
aerobiose necessaria a fermentacdo da kombucha. Os frascos foram acondicionados em
incubadora BOD com temperatura controlada de 23 "C (SPLABOR®, SP-500, S&o Paulo,
Brasil), que também foi definida com base em experimento de otimizacao prévio (Capitulo 2).

O experimento da cinética de fermentacdo foi conduzido por 10 dias com coleta de
amostras nos dias 0, 1, 3, 5, 7 e 10. Portanto, o desenho experimental resultou em 12
fermentadores (Tabela 14) codificados conforme seu respectivo tempo e substrato de
fermentacdo. Ap6s o tempo de fermentacdo de cada frasco, 0s SCOBY'S foram removidos com
uma pinca histolégica esterilizada e acomodados em placas de petri para secagem, enquanto as
amostras fermentadas foram congeladas (-18 ‘C) (Gelopar®, GPC-57, Curitiba, Brasil) até o
momento das determinacfes analiticas. As amostras produzidas durante a cinética foram
avaliadas quanto ao ganho de massa de SCOBY; pH; teor de compostos fendlicos totais,
flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH.

Tabela 14 — Distribuicdo e codificacdo dos fermentadores de kombucha adicionadas de
Tropaeolum majus (capuchinha) e chd preto de acordo com o tempo de

fermentacao.
(Continua)
Kombucha Kombucha Kombucha com
Tempo de padréao? controle? capuchinha®
fermentacéo (dias)
Codificacéo
0 KPCO KCTO KCO
1 KPC1 KCT1 KC1
3 KPC3 KCT3 KC3

5 KPC5 KCT5 KC5
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(Conclusdo)

Kombucha Kombucha Kombucha com
Tempo de padrao! controle? capuchinha3
fermentacao (dias)
Codificacéo
7 KPC7 KCT7 KC7
10 KPC10 KCT10 KC10
Total de
fermentadores 6 6 6

Nota: *Kombuchas com 100% de cha preto; 2Kombucha com 50% de cha preto e 50% de agua; *Kombucha com
50% de cha preto e 50% de extrato de capuchinha.

3.2.3 Anélises
3.2.3.1 Anélises fisico-quimicas

O ganho de massa de SCOBY formado durante a fermentacdo das kombuchas foi
calculado em base seca, apds a secagem do material em estufa (Quimis®, Q317M, S&o Paulo,
Brasil) a 105 "C até peso constante. Os valores de Potencial Hidrogeni6nico (pH) das bebidas
fermentadas foram obtidos por leitura direta em pHmetro de bancada (Tec -3 MP, Tecnal®, S&o
Paulo, Brasil) calibrado em pH 4,0e 7,0,2 20 'C.

3.2.3.2 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos de T. majus e das kombuchas foi
determinado com base no método de Folin-Ciocalteu proposto por Singleton e Rossi (1965). A
determinagdo foi realizada em tubos de ensaio com adi¢@o de dgua destilada (8,4 mL); 100 uL.
de amostra e 500 uL de Folin-Ciocalteu (0,2 mol L™). Os tubos foram agitados (Vortex, Vision
Scentific®, Daejeon, Coreia do Sul) por 30 segundos, e ap6s 3 minutos da adi¢io de Folin-
Ciocalteu os tubos receberam a adi¢do de 1000 pL de Na,COs (1 mol L™). Os tubos foram
agitados novamente e acomodados na auséncia de luz por 1 hora. Apds o tempo de repouso foi
realizada a leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro de microplaca (Epoch,
Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 765 nm. As amostras foram
substituidas por agua destilada para a realizagdo do branco. Para a curva de quantificacdo (y =
0,000772x + 0,001610; R? = 0,989) utilizou-se o acido galico (20 a 200 mg/L) como composto

padréo.
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3.2.3.3 Flavonoides totais

Os extratos de capuchinha e as kombuchas foram avaliadas quanto a concentragéo de
flavonoides totais, segundo o método descrito por Zhishen e Mengcheng (1999). A anélise foi
realizada em tubos de ensaio adicionados de agua destilada (2 mL); 250 uL de amostra e 120
uL de NaNO2 (0,5 mol/L). Os tubos foram agitados por 30 segundos (Vortex, Vision Scentific®,
Daejeon, Coreia do Sul) e mantidos em repouso por 5 minutos. Apds o intervalo, 0s tubos
receberam a adigdo de 120 pL de AICI3 (10%), sequida de nova agitacéo e repouso pelo mesmo
periodo descrito anteriormente. Na sequéncia foram adicionados 800 uL. de NaOH (1 mol/L),
com agitacéo (30 segundos) e leitura imediata das absorbancias a 510 nm. A catequina (10 a
200 mg/L) foi utilizada como composto padréo para a curva de quantificacdo (y = 0,003430x -
0,001032; R? = 0,999).

3.2.3.4 Antocianinas totais

As antocianinas do extrato de T. majus otimizado foram quantificadas pelo método
diferencial de pH (Giusti e Wrolstsad, 2001). A analise foi realizada em microplacas com a
adicdo de 10 pL de amostra e 290 uL de reagente tampao de cloreto de potassio (0,025 mol L
1 pH 1,0) e acetato de sodio (0,4 mol L*; pH 4,5), separadamente. As microplacas foram
acomodadas no escuro por 30 minutos e em seguida realizou-se a leitura em espectrofotémetro
nos comprimentos de onda de 490 nm e 700 nm. Os resultados foram expressos em mg de
pelargonidina-3-glicosideo (pg-3-glu).

3.2.3.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos por cromatografia liquida

O extrato das pétalas de capuchinha e as kombuchas obtidas na cinética de fermentacao
foram analisados pelo sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC).
Para execucdo dos métodos utilizou-se um cromatografo (HPLC LC-2040C, Shimadzu®,
Quioto, Japdo) equipado com detector de fotodiodo (PDA), autoinjetor e bomba quaternéria.
Visando maior eficiéncia na detec¢do, as amostras foram submetidas a precipitacdo proteica
pela adicdo de 5% de metanol, agitacdo (Vortex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia do Sul)
por 1 minuto, com posterior centrifugacdo (Centrifuga, MPW-351, Med. Instruments®,
Varsdvia, Poldnia) por 10 minutos a 2224 g. Somente o contetdo sobrenadante foi filtrado

(filtro seringa com membrana de nylon 0,22 um) e avaliado.

e Antocianinas
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As antocianinas foram identificadas e quantificadas apenas no extrato de capuchinha e
nas kombuchas adicionadas da infusdo floral, segundo protocolo adaptado de Ito et al. (2019).
A separacio foi realizada com uma coluna XTerra C18 (4,6 x 250mm; 5um) mantida a 20 'C.
A fase madvel constituida por acido férmico 0,1% (v/v; solvente A) e acetonitrila (solvente B),
foi infundida com fluxo de 1 mL/min em gradiente nas seguintes proporcdes: 2 a 22% de B (0
a 5 minutos), 22 a 35% de B (5 a 15 minutos), seguido de lavagem e recondicionamento da
coluna. A deteccdo das antocianinas foi realizada em 515 nm e a quantificacdo pela curva de
calibracéo do padréo de cianidina-3-glicosideo, na faixa de concentracdo de 0,001 a 0,25 mg/L
(y = 25482x-20152; R? = 0.999). Portanto, os resultados foram expressos em mg de cianidina-
3-glicosideo por litro.

e Compostos fendlicos individuais

Os componentes fendlicos foram quantificados no extrato e nas kombuchas produzidas
na cinética de fermentacdo. Para esse protocolo utilizou-se uma coluna Symmetry C18 (4,6 X
150 mm; 3,5 um) mantida a 20 ‘C. O &cido acético 2,5% (v/v; solvente A) e a acetonitrila
(solvente B) foram utilizados como constituintes da fase movel. Utilizou-se um fluxo (1
mL/min) em gradiente nas seguintes proporcdes: 3-9% de B (0-5 minutos); 9-16% de B (5-15
minutos); 16-36,4% de B (15-33 minutos); seguido de eluicdo isocratica a 100% de B (5
minutos); e apos, recondicionamento da coluna (3% de B; 10 minutos). Para identificacdo dos
compostos comparou-se 0 tempo de retencdo dos picos ao dos padrdes. A quantificacdo foi
realizada pelas curvas de calibracdo dos padrdes avaliados: acido cafeico (y =21170x — 117801,
R? =0,997), acido clorogénico (y = 72120x — 405698; R? = 0,993), 4cido galico (y = 31332x —
27051; R?=0,991), acido p-cumarico (y = 113841x —595197; R? = 0,997), acido trans-ferrulico
(y = 67556x — 284328; R?= 0,998), cafeina (y = 78062x — 98510; R? = 0,999), catequina (y =
5716,4x — 54087; R? = 0,987), epicatequina (y = 2714,9x - 2898,8; R?> = 0,897),
epigalocatequina (y = 9173,5x - 79487; R? = 0,850), quercitina (y = 28863x — 164590; R? =
0,835) e rutina (y = 10082x - 58113; R? = 0,996). O método foi executado em um intervalo de
comprimentos de onda de 200 nm a 400 nm.

e Acidos organicos
Em termos de acidos organicos (glucurénico, ascorbico, latico e acético), somente as
kombuchas foram caracterizadas, segundo método adaptado de Santos et al. (2014). A
separagdo cromatogréafica foi realizada com uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) a

30 °C. O volume de injecdo aplicado foi de 10 uL. A eluicdo da fase movel, constituida por
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acido sulfarico (0,005 mol L), foi realizada com fluxo isocratico de 0,5 mL/min. Utilizou-se
0 comparativo dos tempos de retencdo das amostras e dos padrGes como protocolo para
identificacdo dos compostos. As concentracdes dos acidos foram calculadas com base nas
curvas de calibragdo do acido glucurdnico (y = 3018034,502x - 37137,191; R? = 0,997), 4cido
ascorbico (y = 34734101,356x + 304608,113; R? = 0,999), acido latico (y = 5629974,721x -
12069,247; R? = 1,000) e &cido acético (y = 6690891,927x - 29259,384; R? = 1,000). Os

resultados foram expressos em gramas do composto acido por litro.

3.2.3.6 Atividade antioxidante
As atividades antioxidantes dos extratos de capuchinha e das kombuchas foram

avaliadas pelos seguintes métodos:

e ABTS

Método baseado na capacidade de captura do cation 2,2-azino-bis (3-ethylbenzot
hiazoline-6-sulfonic acid) (Re et al., 1999). O reagente ABTS foi preparado com 3 mL de
solucdo ABTS (7 mmol/L) e 3 mL de solucéo de K>S>0s. A mistura foi adicionada em frasco
ambar, agitada manualmente e acomodada no escuro durante 16 horas. Decorrido o periodo de
repouso, 4 mL do reagente ABTS foram depositadas em baldo volumétrico (200 mL), que foi
completado com &gua destilada e calibrado até uma leitura de absorbancia > 0,700 nm, a 734
nm. Apds a calibragem, as amostras (20 pL) foram adicionadas em microplaca, com posterior
transferéncia do reagente ABTS (280 puL) e repouso na auséncia de luz por 30 minutos. A leitura
das amostras foi realizada nas mesmas condicdes e equipamento utilizado para a calibracdo do
reagente. Para a curva de quantificacdo (y = 0,241560x - 1,937984; R? = 0,999) utilizou-se o
composto Trolox (50 a 350 pumol/L) como padréo.

e FRAP
Essa metodologia estd baseada na atividade de reducdo do ion férrico presente no
complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Benzie; Strain, 1996). A analise foi realizada em
microplaca com a adi¢ao das amostras (10 puL) e reagente FRAP (290 pL). Apds 30 minutos de
repouso na auséncia de luz, a leitura das absorbancias das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro de microplaca, em 595 nm. O padrdo Trolox (100 a 1000 umol/L) foi
utilizado para a curva de calibragdo (y = 0,001205x + 0,030751; R? = 0,989).

e DPPH
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Conforme documentado por Brand-Williams, Couvelier e Berset (1995), esse protocolo
prevé a anélise do potencial de captura do radical nitrogenado 2,2-dipHenyl-1-picrylhydrazyl.
A determinacao foi realizada em tubos de ensaio adicionados de amostra (50 puL) e 1,9 mL de
solugdo DPPH. Os tubos foram tampados, agitados (Vortex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia
do Sul) e mantidos no escuro por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de
microplaca a 517 nm. Assim como nas demais determinagdes antioxidantes, o padrdo Trolox
(100 a 700 pumol/L) foi utilizado para a curva de quantificacdo (y = 0,039985x - 2,071918; R?
=0,991).

3.2.3.7 Atividade antiglicémica

O extrato de T. majus otimizado foi avaliado quanto ao potencial de inibicdo da enzima
a-glicosidase, conforme protocolo de Moradi-Afrapoli et al. (2012). O extrato liofilizado (25
mL) foi ressuspendido em 1 mL de DMSO (5%). Essa amostra foi entdo adicionada em
microplaca (10 pL) com a solucdo de a-glicosidase (20 pL de solugdo enzimatica (0,5 UN/mL)
e 120 pL de tampéo fosfato (0,1 mol/LL; pH 6,9)). A microplaca foi incubada a 37 °C por 15
minutos. Apos o periodo de reacdo mais 20 pL de solucdo de substrato (p- nitropHenyl-a-D-
glucopyronoside (5 mmol L) em tampé&o fosfato (0,1 mol L, pH 6,9)) foi adicionada, com
nova incubacgdo por mais 15 minutos. Ao findar da incubagéo a microplaca foi adicionada de
80 pL de Na2COs (0,2 mol L) e leitura imediata em espectrofotdmetro de microplaca a 405

nm. O resultado foi expresso em % de inibicdo da enzima (Equacéo 2).

Inibicdo (%) = [(Abs. controle — Abs. amostra) /Abs. controle] x (Equacéo 2)
100.

3.2.3.8 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nas determinacGes analiticas foram expressos como média e
desvio padrdo. Todos os valores foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
médias de Fisher LSD (Fisher Least Significance Difference), para verificar as diferencas entre
as amostras. A correlagdo entre os parametros foi analisada pelos produtos de Pearson (r). O
tratamento estatistico dos dados foi executado pelo software STATISTICA versdo 7.1 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, USA), incluindo os planejamentos experimentais Box-Behnken e demais testes

realizados.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Otimizacdo Da Extracdo De Compostos Bioativos Das Pétalas De Tropaeolum majus
Os extratos das petalas de capuchinha obtidos a partir do planejamento experimental
estdo expostos na Figura 14. O material extraido foi avaliado quanto ao teor de compostos
bioativos e atividade antioxidante por diferentes métodos (Tabela 15). Em termos de fenois
totais, a amostra CAP12 apresentou a maior concentragdo (p < 0,05) em relacdo aos demais
extratos, enquanto o menor teor foi observado no experimento CAP10. Essas amostras foram
extraidas com os mesmos parametros de concentracao de pétalas (40 g/L) e tempo (10 minutos),
mas com temperaturas distintas (90 e 40 "C, respectivamente). Um comportamento semelhante
para essas amostras foi observado em relagéo ao teor de flavonoides totais. A amostra CAP7
também se destacou positivamente em relacdo a concentrag¢do de flavonoides (p < 0,05), ao
passo que as amostras CAP2, CAP5, CAP10, CAP13, CAP14 e CAP15 demonstraram teores
mais baixos, ndo diferindo significativamente entre si (p > 0,05). Esses resultados evidenciam
que a temperatura foi um dos pardmetros de maior influéncia na extracdo de compostos das
pétalas de T. majus. As extracdes realizadas com o maior fator de temperatura testado (90 "C)
demonstraram maiores teores de substancias bioativas. Isso ocorre porque, sob temperaturas de
infusdo mais elevadas, a parede vegetal torna-se mais permeavel favorecendo a difusdo de
compostos (Prabawati et al., 2021). E por isso que, temperaturas de 70, 80 e 90 "C sdo os
parametros mais utilizados no preparo de infusdes de plantas (Katarzyna et al., 2021). Contudo,
0 tratamento térmico deve ser comedido, uma vez que infusdes acima de 100 °C podem
provocar a degradacdo de compostos termolabeis (Muche; Speers; Rupasinghe, 2018).

Figura 14 — Extratos de Tropaeolum majus obtidos de acordo com planejamento fatorial Box-
Behnken.
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CAP: CAP.

CAP, CAP, CAP; (AP, CAP: CAP; CAP, s CAP, CAP,, CAP; CAP, CAP; CAP, CAPy;
Nota — CAP1 (20 g/L; 2 min; 65 °C); CAP2 (60 g/L; 2 min; 65 °C); CAP3 (20 g/L; 10 min; 65 °C); CAP4 (60 g/L;
10 min; 65 °C); CAPs (20 g/L; 6 min; 40 °C); CAPs (60 g/L; 6 min; 40 °C); CAP7 (20 g/L; 6 min; 90 "C); CAPs
(60 g/L; 6 min; 90 "C); CAPs (40 g/L; 2 min; 40 °C); CAP10 (40 g/L; 10 min; 40 °C); CAP11 (40 g/L; 2 min; 90
°C); CAP12 (40 g/L; 10 min; 90 °C); CAP13 (40 g/L; 6 min; 65 °C); CAP14 (40 g/L; 6 min; 65 °C); CAP1s (40 g/L;
6 min; 65 °C).

Fonte: Autoria propria (2023).
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Os extratos produzidos com temperatura de 90 "C apresentaram altos niveis de atividade
antioxidante, como a amostra CAP7 que se destacou em relagdo ao método ABTS (p < 0,05),
enquanto para FRAP e DPPH o experimento CAP12 teve melhores resultados. Além disso, o
contetdo de flavonoides e fenois totais também foi mais robusto nessas amostras. Portanto, o
emprego de temperatura mais elevada potencializou a extragdo de compostos bioativos, os quais
estédo fortemente correlacionados com a capacidade antioxidante de uma amostra. Isso porque,
acredita-se que a capacidade dos compostos fenolicos em doar elétrons ou atomos de
hidrogénio, lhes confere um potencial deletério sobre os radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (Bishop et al., 2022; Morales, 2020).

Por consequéncia, 0s experimentos com menor teor de compostos bioativos
demonstraram atividade antioxidante reduzida. As amostras CAP2, CAP4 e CAP6
apresentaram menor potencial redutor (p < 0,05) pelo método ABTS. J4 os extratos CAP2 e
CAP10 tiveram 0 menor desempenho antioxidante para FRAP e DPPH, respectivamente. O que
corrobora com o estudo de Garzon et al. (2015), que avaliaram as variedades de flores de T.
majus, observando maior teor de substancias bioativas, e, consequentemente, maior potencial
antioxidante na flor vermelha. Mlcek et al. (2021) investigaram a bioatividade de seis extratos
hidroetanolicos de flores comestiveis, dentre as quais a variedade T. majus (vermelha)
demonstrou consideraveis teores de fenois (3,23 g AG/Kkg), flavonoides (1,29 g RE/kg) e
atividade antioxidante FRAP (4,98 AG/Kg).

A concentracdo de pigmentos antocianicos dos extratos variou de 16,22 mg pg-3-glu/L
(CAP10) a 41,7 mg pg-3-glu/L (CAP12). O experimento CAP5 também apresentou baixas
concentragdes (18,1 mg pg-3-glu/L), ndo diferindo estatisticamente (p > 0,05) da amostra
CAP10. As antocianinas configuram um tipo de pigmento natural hidrossolUvel pertencente a
classe dos flavonoides. Nas pétalas da capuchinha destacam-se a delfinidina-3-dihexosideo,
cianidina-3-soforosido e pelargonidina-3-sofordsido, conforme caracterizado no estudo de
Garzén et al. (2015). No estudo mencionado, o teor de antocianinas totais, também determinado
pelo método diferencial de pH, variou entre 108,8 mg cy-3-glu/100g (flor laranja) e 168,0 mg
cy-3-glu/100g (flor vermelha) (Garzon et al., 2015). Além de agregar valor ornamental para 0s
tecidos florais, as antocianinas também conferem potencial antioxidante as flores (Prabawati et
al., 2021), o que foi observado nos experimentos (Tabela 15), uma vez que o0s extratos com
maiores atividades antioxidantes, também apresentaram teores consideraveis de antocianinas.
Esse comportamento das amostras em relagdo ao teor de antocianinas pressupde que a

temperatura maxima de extracio testada (90 ‘C), ndo influenciou negativamente a concentragéo
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de pigmentos extraidos. Isso porque, as antocianinas sao substancias mais suscetiveis as reacdes
de degradacéo por efeito de temperaturas mais elevadas, variages de pH e incidéncia de luz
(Keenan et al., 2010).
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Tabela 15 — Concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH dos extratos
de Tropaeolum majus.

Amostra FENOIS TOTAIS FLAVONOIDES ABTS FRAP DPPH Antocianinas
(mg AG/L) (mg CATI/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (mg pg-3-glu/L)

CAP1 2071%% + 33 326,3% + 66,8 12199,6° + 43,9 8929" + 105 5751,02" + 23,32 29,48+ 25
CAP2 1631,1" +189,3 238,37+ 12,9 6203,1) + 41,5 6605™ + 38 50549 + 51 21,79+ 21
CAP3 2120,2 + 96,6 397% + 13 13176,52° + 119,21 9791,7¢ + 30,1 8851° + 32 27,27+ 1,6
CAP4 2140% + 144 333% + 34 6263,5 + 135,6 8400" + 41 6420,1% + 16,1 23,59+ 0,03
CAP5 1827,9M + 52,1 227,6'+ 358 10214,79 £ 4,5 6732' + 56 3820,25" + 24,25 18,1"+ 2,4
CAP6 1984,34%f + 69,24 303,1% + 28,8 6190,5 + 11,7 7390,1% + 14,3 6148,9°+5,7 24,61 +0,7
CAP7 2808,0° + 111,5 443,49 + 29,25 14545,2% + 100,8 10579° + 85 6459,79+ 12,9 41,7°+28
CAPS8 2143,9% + 116,3 362,2°¢ + 21,3 6457,1' + 12,7 10689,6° + 24,7 7530,4°+ 9,6 34,19+33
CAP9 1680,49" + 1125 331,39 + 36,5 8424,49 + 475 8173,0' £ 61,4 1884,4' + 16,2 21,9 +1,89
CAP10 1369,8' + 45,6 23597+28 7792,6" + 69,4 7791,3 £ 21,5 834) + 22 16,22" + 1,43
CAP11 21553+ 4,7 274,87+ 90 9679,14° + 2,23 10227,429 + 33,15 7612,3° + 56,6 38,2°+1,9
CAP12 3372+ 103 375,6° + 28,4 9658,53° + 2,23 13200,512+ 33,15  9449,1% + 103,1 47,12+ 3,4
CAP13 2086,6% + 64,6 2427+ 23 8620,5" + 24,7 8560,69 + 20,4 572577+ 7,9 26,7+ 0,9
CAP14 2107,8% + 95,3 2367+ 22 8634,3" + 99,7 8565,99 + 17,4 5784,50" + 91,15 26,9+ 1,9
CAP15 1912,5 + 24,7 239,57+ 26,4 86287 + 122 8541,99 + 21,7 5712,5" + 23,8 26,97+ 1.8

Nota: Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox; pg-3-glu: pelargonidin-3-glucoside; CAP1 (20
g/L; 2 min; 65 °C); CAP2 (60 g/L; 2 min; 65 °C); CAP3 (20 g/L; 10 min; 65 °C); CAP4 (60 g/L; 10 min; 65 °C); CAPs (20 g/L; 6 min; 40 °C); CAPs (60 g/L; 6 min; 40 °C);
CAP7 (20 g/L; 6 min; 90 °C); CAPsg (60 g/L; 6 min; 90 °C); CAPg (40 g/L; 2 min; 40 °C); CAP10 (40 g/L; 10 min; 40 °C); CAP11 (40 g/L; 2 min; 90 °C); CAP12 (40 g/L; 10
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min; 90 °C); CAP13 (40 g/L; 6 min; 65 °C); CAPw (40 g/L; 6 min; 65 °C); CAP1s (40 g/L; 6 min; 65 °C). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo teste de Fisher.
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Os modelos propostos na andlise de regressdo multipla para as variaveis de resposta
avaliadas (compostos fendlicos totais; ABTS; FRAP; antocianinas) foram significativos (p <
0,05) e estdo sumarizados na Tabela 16. O conjunto de modelos foi representado por um R?
ajustado superior a 0,58 e ndo indicaram falta de ajuste (Plack of fit > 0,05). Os resultados
obtidos para flavonoides totais ndo puderam ser descritos pelo modelo sugerido, pois a falta de
ajuste dos dados foi significativa (Plack of fit <0,05). O baixo valor do R? ajustado (0,46) obtido
para DPPH indicou que os dados néo se ajustaram bem ao modelo, portanto, 0 mesmo também
foi desconsiderado na otimizacao.

Conforme observado nos extratos das pétalas de T. majus, a temperatura foi o pardmetro
de maior influéncia no rendimento de compostos. Isso se comprova por meio da significancia
(p < 0,05) dos coeficientes de regressdo lineares da variavel temperatura (Xz), com efeito
positivo sobre a concentracdo de compostos fendlicos, atividades antioxidantes (ABTS, FRAP)
e antocianinas (Tabela 16). A temperatura (X3) também apresentou efeito positivo e coeficiente
de regressao quadratico na concentracdo de antocianinas. Essas interacGes sugerem que, para
obter melhores rendimentos no processo de extracdo de compostos bioativos das pétalas de
capuchinha, o maior fator de temperatura testado (90 "C) deve ser utilizado.

Contrariamente a temperatura, a variavel tempo de extracdo (X2) ndo demonstrou
impacto notdrio sobre o processo de extracao, apresentando coeficiente de regressao linear com
efeito positivo apenas sobre a concentracdo de fendis totais. Sobre essa mesma variavel de
resposta (fendis totais), o tempo de extragdo (X2) também apresentou interacéo linear positiva
com o pardmetro de temperatura (Xs3). De acordo com a metodologia estatistica, esse desfecho
indica que o tempo maximo (10 minutos) empregado no planejamento experimental de extracdo
deve ser utilizado, visando maximizar o rendimento do processo. Ainda que, o tempo de
extracao possa ser reduzido, frente ao uso de temperaturas de infusdo mais elevadas (Prabawati
et al., 2021), o tempo méaximo testado pode ser considerado 6timo para essa variavel. 1sso
porque, as interacdes do tempo (X2) sobre 0os compostos fendlicos foram positivas. Além disso,
as demais varidveis resposta avaliadas (ABTS; FRAP e antocianinas) ndo apresentaram
interferéncia significativa do tempo de extracdo. Em complemento, o periodo de extracao de 10
minutos pode ser considerado adequado para tecidos florais, conforme experimentos
documentados que ja testaram intervalos de 4 (Han et al., 2019), 10 (Katarzyna et al., 2021),
16 (Zannou; Kelebek; Selli, 2020) e 45 minutos (Zheng; Xia; Lu, 2015), e temperaturas
variando entre 25 °C e 100 'C.
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A variavel X1 (Concentracdo de pétalas) apresentou interferéncia significativa (p < 0,05)
apenas sobre a variavel resposta ABTS, com coeficiente de regressdo linear e interagdo em Xs,
ambos com efeito negativo. Essas interacGes poderiam sugerir que a quantidade de tecido floral
deveria ser reduzida, visando melhores resultados no processo de extracdo, o que, segundo
Ozturk, Parkinson e Gonzalez-Miquel (2018), esta relacionado a saturagdo do solvente, pois a
adicdo de amostra reduz a forga motriz para a transferéncia de massa. Contudo, a metodologia
de superficie de resposta indica que, melhores rendimentos no processo de extracédo das pétalas
de capuchinha poderao ser obtidos com uma concentracao de pétalas de 60 g/L, que foi o maior
nivel testado para esse parametro. Essa resposta otimizada para o fator X esta relacionada ao
objetivo da metodologia proposta, que consiste na determinacdo do nivel mais adequado de
cada parametro, visando obter os melhores resultados no processo para todas as variaveis
analisadas (fenois; ABTS; FRAP; antocianinas). Portanto, considerando que a concentragdo de
pétalas (Xi1) interferiu apenas na atividade antioxidante ABTS, o meio de extracdo
possivelmente ndo sofreu saturacdo, e o maior nivel testado (60 g/L) pode ser utilizado para
maximizar a bioatividade do extrato otimizado, pautando-se no equilibrio entre todas as

respostas desejadas.
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Tabela 16 — Efeitos das variaveis independentes (Concentracdo de pétalas; Tempo e Temperatura) sobre a concentracdo de compostos fendlicos,
flavonoides, atividade antioxidante (ABTS e FRAP) e teor de antocianinas dos extratos das pétalas de Tropaeolum majus.

(Continua)
Variaveis respostas Fatores Coef. de Erro t- p-valor -95% de +95% de
Regresséo padréo valor confianca confianca
Compostos fendlicos totais (mg Constante 2094,00 65,81 31,81 <0,0001 1949,13 2238,87
AG/L) X2 202,87 90,12 2,25 <0,0458 4,51 401,24
X3 461,93 90,12 5,12 <0,0003 263,57 660,30
X2oX3 401,47 127,45 3,14 <0,0092 120,93 682,00
R? ajustado 0,789
Plack-of-fit 0,136
ABTS (umol TE/L) Constante 9149,68 135,38 67,58 <0,0001 8851,70 9447,66
X1 -3075,93 185,38 -16,59 <0,0001 -3483,96 -2667,91
X3 932,63 185,38 5,03 <0,0003 524,60 1340,66
X1X3 -997,22 262,17 -3,80 <0,0029 -1574,26 -420,19
R2 ajustado 0,957
Plack-of-fit 0,327
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(Concluséo)

Variaveis respostas Fatores Coef. de Erro t- p-valor -95% de +95% de
Regressao padrao valor confianca confianca
FRAP (umol TE/L) Constante 9110,02 281,93 32,31 <0,0001 8500,95 9719,10
X3 1748,14 386,05 4,52  <0,0005 914,13 2582,16
R? ajustado 0,582
Plack-of-fit 0,356
Antocianinas (mg pg-3- Constante 22,32 1,93 11,56 <0,0001 18,11 26,52
glu/L)
X3 10,07 1,80 558 <0,0001 6,14 14,01
X3? 7,39 2,64 2,79 <0,0160 1,63 13,15
R? ajustado 0,725
Plack-of-fit 0,612

Nota - X1: Concentracéo de pétalas (20, 40 e 60 g/L); X2: Tempo (2, 6 e 10 min); Xa:

Trolox; pg-3-glu: pelargonidin-3-glucoside.

Temperatura (40, 65 e 90 °C); AG: &cido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de
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O ponto étimo das variaveis concentracao de pétalas, tempo e temperatura de extragao
foi determinado de forma simulténea, visando obter o melhor rendimento na extracdo de
compostos bioativos (fendis e antocianinas) e atividade antioxidante (ABTS e FRAP) das
pétalas de T. majus (Figura 15). Em suma, os resultados otimizados por meio da superficie de
resposta sugerem a aplicacdo dos maiores niveis testados para a concentracdo de pétalas (60
g/L), tempo (10 minutos) e temperatura de extragio (90 ‘C).

Figura 15 — Superficie de resposta e graficos de contorno mostrando os efeitos das variaveis
independentes (Concentragdo de pétalas, Tempo, Temperatura) sobre a
concentragdo de compostos bioativos e atividade antioxidante no ponto 6timo dos
extratos de Tropaeolum majus (capuchinha).
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Visando a validacdo dos modelos sugeridos para compostos fendlicos totais,
antocianinas, ABTS e FRAP o extrato nas condi¢Ges otimizadas foi reproduzido. Os valores
preditos para cada parametro em condigdes 6timas e os resultados obtidos experimentalmente
estdo contidos na Tabela 17. Assim, considerando que os resultados experimentais para fendis
totais, ABTS, FRAP e antocianinas estdo contidos em um intervalo de 95% de confianca, 0s
modelos foram validados para fins preditivos.

Tabela 17 — Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto 6timo de extracéo
das pétalas de Tropaeolum majus (capuchinha).

Valores

Variavel resposta Predito -95% de  +95% de EXP.

confianga confianca

Fendis totais (mg AG/L) 2.736,4 2.410,3 3.062,5 2.843,8
ABTS (umol TE/L) 7.026,9 5.940,7 8.113,2 5.969,8
FRAP (umol TE/L) 11.471,7  9.119,6 13.823,8  11.933,6
Antocianinas (mg pg-3-glu/L) 38,8 23 54,6 43,4

Nota: EXP: experimental; AG: acido galico; TE: equivalentes de Trolox.

3.3.1.1 Atividade antiglicémica do extrato otimizado

A atividade antiglicémica do extrato otimizado de Tropaeolum majus em diferentes
concentragdes (15,62; 31,25; 62,50; 125; 250; 500 e 1000 mg/mL) foi avaliada, visando
determinar o potencial de inibicdo da enzima a-glicosidase (dados ndo apresentados). A
supressdo direcionada dessa enzima, configura uma estratégia desejavel para atenuar as
desordens metabolicas associadas a niveis elevados de glicose plasmaética e diabetes mellitus.
Isso porque, a nivel intestinal a a-glicosidase atua diretamente na hidrélise e absorcéo de
carboidratos, o que otimiza a liberagdo de glicose circulante (Nowicka; Wojdyto, 2019).
Pautando-se nesse contexto e de posse dos resultados obtidos, o extrato avaliado ndo apresentou
efeito inibitorio sobre a-glicosidase em nenhuma das concentracdes testadas, quando
comparado a acarbose (medicamento antidiabético comercial).

Os tecidos vegetais contém diversos compostos polifendlicos (catequina;
epigalocatequina), flavonoides (quercetina; kaempferol), acidos fendlicos (acido galico; acido
clorogénico) e alcaldides (berberina; piperina), que podem desempenhar acdo inibitoria sobre

a-glicosidase (Yin et al., 2014). Entretanto, a poténcia e a especificidade dessas substancias
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para inibir a enzima pode variar dependendo da concentracdo do composto, interagdo com
outras substancias e fonte vegetal de origem (Bruneton, 2008). Dessa forma, apesar de alguns
desses compostos serem detectados nas pétalas de T. majus, as concentracdes sdo insuficientes
para promover efeitos hipoglicemiantes (Garzon et al., 2015). Os efeitos profilaticos e
terapéuticos da capuchinha parecem estar mais associados a quadros infecciosos do trato
urinario, hipertensdo, distarbios cardiovasculares e bronquite (ALBRECHT et al., 2023;
BAWAZEER et al., 2021; Valsalam et al., 2019).

3.3.2 Cinetica de fermentagdo de kombucha com extrato de Tropaeolum majus

3.3.2.1 Compostos fendlicos e flavonoides totais

A Figura 16 ilustra a evolucdo das kombuchas ao longo do processo de fermentacéo,
viabilizando a comparagdo dos aspectos visuais das amostras. Objetivando avaliar o
comportamento dos compostos bioativos dessas bebidas, os teores de fendis e flavonoides totais
foram avaliados (Figura 17). A concentracdo de compostos fenélicos totais das kombuchas com
100% de cha preto variaram entre 732,1 + 6,0 mg AG/L (dia 10) e 823,76 + 10,4 mg AG/L (dia
0). Nas kombuchas com extrato de capuchinha as amostras alcangaram valores entre 466,3 +
8,1 mg AG/L (dia 10) e 537,93 = 9,72 mg AG/L (dia 0), superando o fermentado controle que
oscilou entre 382,9 + 15,97 mg AG/L (dia 10) e 495,12 + 15,12 mg AG/L (dia 1). Esses
resultados demonstram que houve uma reducdo gradativa no teor de fendis totais com a
progresséo da fermentacdo, 0 mesmo comportamento foi observado em ambos os extratos para
o teor de flavonoides. Para as kombuchas fermentadas em cha preto foram obtidas
concentracgdes de flavonoides entre 84,3 + 3,2 mg CAT/L (dia 10) e 113,9 £ 4,8 mg CAT/L (dia
0). Ja nas bebidas com adicdo de T. majus foram encontrados valores em um intervalo de 47,8
+4,7mg CAT/L (dia 10) a 65,5 + 2,7 mg CAT/L (dia 0), que também superou a bebida controle
(40,23 £1,92 mg CAT/L a 61,79 = 2,5 mg CAT/L).

Uma reducdo similar para a concentracdo de flavonoides foi observada por Jakubczyk
et al. (2020), em kombucha de cha preto (concentracdo de 8g/L) fermentada por 14 dias
Contrariamente, Vitas et al. (2020) documentaram um ligeiro aumento, mas sem relevancia
estatistica (p > 0,05), no teor de fendis e flavonoides de kombuchas a base de cha preto e
adicionadas de hortela (Mentha spicata). Em kombucha fermentada com chéa verde e canela
(Cinnamomum verum) (50:50), Shahbazi et al. (2018) ndo registraram aumento significativo (p
> 0,05) no teor de polifendis até 0 12 dia de experimento. Essas alterages na concentragio de
bioativos da kombucha durante a fermentagéo estdo associadas a bioconversao de compostos

mais complexos em moléculas mais simples. Um exemplo dessa biotransformagdo é a
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conversdo enzimatica da epigalocatequina-galato em epigalocatequina, e da epicatequina-
galato em epicatequina, que sdo compostos presentes em infusdes de cha preto (Bishop et al.,
2022; Niziot-Lukaszewska et al., 2020). Ademais, algumas cepas de bactérias do acido lactico
podem metabolizar flavonoides como a catequina e epicatequina, originando &cidos organicos

como o vanilico, por exemplo (Alves-Santos et al., 2020; Rocha-Guzmén et al., 2023).

Figura 16 — Kombuchas a base de cha preto e adicionadas de Tropaeolum majus (capuchinha)
produzidas na cinética de fermentac&o.

Kombucha padrao!

Kombucha com capuchinha?

Kombucha controle3

-

Nota: *Kombucha com 100% de cha preto; 2Kombucha com 50% de cha preto e 50% de extrato de capuchinha;
3Kombucha com 50% de cha preto e 50% de agua. Os recipientes estdo organizados conforme a ordem da cinética
de fermentacdo (dia 0; 1; 3; 5; 7 e 10).

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Em um comparativo das kombuchas com diferentes substratos no dia 0 (Figura 17), é
possivel observar que o teor de fendis totais foi 1,6 vezes menor nas bebidas com adicéo de
capuchinha, enquanto para flavonoides essa reducao foi de 1,8 vezes. Esse cenario comprova
que, nas kombuchas desenvolvidas neste estudo, o cha preto predomina como a principal fonte
de polifendis, em virtude da presenca desses bioativos nas folhas de Camellia sinensis (Bishop
et al., 2022). Dessa forma, o substrato alternativo com extrato de T. majus ndo foi capaz de
ultrapassar o teor de compostos na kombucha, em comparacédo as bebidas com 100% de cha
preto. Contrastando com a literatura, Ozyurt (2020) produziu kombuchas de cha preto com 1,1
vezes maior teor de compostos (227,78 pg AG/mL), em comparacao as bebidas adicionadas de
cha de Echinacea (209,65 pg AG/mL), também no dia 0 de fermentacdo. Considerando o
mesmo periodo de experimento, Vitas et al. (2020) obtiveram um desfecho oposto, visto que
0s maiores teores de fenois e flavonoides foram registrados em kombuchas fermentadas com
substratos alternativos (segurelha-das-montanhas, folhas de horteld, urtiga, tomilho selvagem,
sabugueiro e marmelo), do que as kombuchas com cha preto. Essas divergéncias demonstram
que grande parte dos polifendis presentes na bebida sdo provenientes do material vegetal
utilizado para o preparo do mosto fermentativo (Vitas et al., 2020). No entanto, apesar de nao
atingir niveis superiores aos compostos encontrados na kombucha padrdo, a kombucha com
adicdo de capuchinha apresentou resultados mais promissores em comparagdo com O

fermentado controle. Isso evidencia que os compostos presentes no tecido floral foram
incorporados na bebida final.

Figura 17 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre a concentragao de compostos fendlicos
totais e flavonoides em kombuchas a base de cha preto e adicionadas de
Tropaeolum majus (capuchinha).

1000
900
goo M i u
700
600
500
400
300
200
100
0
0 2 4 6 8 10 12

TEMPO (dias)

Compostos fenolicos totais (mg AG/L)
H



118

140

120 o

100 u i i
80 .
60 %
40
20

Flavonoides (mg CAT/L)

0 2 4 6 8 10 12
TEMPO (dias)

Legenda: m Kombucha padrao: 100% de cha preto; ¢ Kombucha com capuchinha: 50% de cha preto e 50% de
extrato de capuchinha; Kombucha controle: 50% de cha preto e 50% de agua; AG: acido gélico; CAT;
catequina.

3.3.2.2 Andlise cromatografica de compostos fendlicos individuais

Foram identificados cinco constituintes fenolicos (acido clorogénico; acido galico;
cafeina; epigalocatequina; rutina) nas kombuchas & base de cha preto e adicionadas de T. majus
utilizando o método HPLC em gradiente (Tabela 18). Nenhuma das amostras indicou a presenga
de &cido cafeico, acido p-cumarico, acido transferrulico, catequina, epicatequina e quercetina.

De modo geral, com excecdo do acido clogorénico, a kombucha com 100% de ché preto
apresentou as maiores concentrac@es de compostos no inicio do experimento (dia 0), que foram
reduzidos significativamente (p < 0,05) apds a substitui¢cdo do cha pelo extrato de T. majus. A
deteccdo de acido clorogénico no extrato de capuchinha pode justificar a presenca desse
componente fendlico em maior concentracdo da bebida com tecido floral, uma vez que apenas
esse composto e a rutina foram detectados no material extraido. Na investigagio de Ceslova et
al. (2023) outras substancias fendélicas como &cido quinico (51 pg/g), acido hidroxicindmico
(207 pg/g), mirecitina (21,2 pg/g), quercetina (102 pg/g) e kaempferol (626 pg/g) foram
identificadas em um extrato metanolico das pétalas de capuchinha laranja. Segundo 0s mesmos
autores, a variacao de compostos na espécie parece estar intimamente associada a fatores como
método de extracao, local de cultivo, parte da planta caracterizada e cor das pétalas.

Comparativamente a kombucha controle (50% de cha preto e 50% de agua), a bebida
adicionada de T. majus apresentou maiores teores de compostos ao final da fermentacao (dia
10) (Tabela 18). Alem disso, no fermentado controle todas as substancias fenolicas
apresentaram reducdo com a progressdo da fermentagéo, o que ndo foi observado nas demais

amostras. Todos 0s mostos apresentaram reducao no teor de acido clorogénico e cafeina apos
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10 dias de fermentacdo. Esse fendmeno parece estar associado ao consumo desses compostos
pelo complexo microbiano da kombucha (Chakravorty et al., 2016). Comportamento similar
em termos de cafeina e epicatequina foi observado em kombucha de cha preto fermentada por
21 dias (Villarreal-Soto et al., 2019).

Além da epicatequina, a epigalocatequina também configura um tipo de flavonoide
caracteristico do cha preto (Wang et al., 2019). Na pesquisa de Cardoso et al. (2020), a
epigalocatequina-3-O-galato foi 0 composto predominante dentre a classe de catequinas em
kombuchas a base de cha preto e cha verde. Os resultados desta investigacdo (Tabela 18)
demonstraram que a epigalocatequina foi detectada em todas as amostras. Esse composto
fenolico foi reduzido gradativamente (p < 0,05) com o avango do processo fermentativo, exceto
na kombucha adicionada de T. majus. Isso demonstra que o extrato floral promoveu maior
estabilidade desse composto fendlico. Contrariamente, o teor de acido galico apresentou
aumento progressivo nas bebidas, com excegdo da amostra controle, possivelmente em virtude
da escassez de compostos para metabolizacdo dos microrganismos nessa amostra. A
performance de reducdo da epigalocatequina em algumas amostras parece ter relacdo com seu
processo de desesterificacdo, que por consequéncia tem relacdo direta com o &cido galico,
promovendo seu aumento (Villarreal-Soto et al., 2019).

Um comportamento similar em termos de rutina foi observado na kombucha com 100%
de cha preto e na bebida controle, que apresentaram reducdo do composto com o avanco da
fermentacdo. Ja no fermentado de capuchinha foi detectado um aumento na concentracao final
de rutina, o que possivelmente esta associado a presenca do composto no extrato. Amjadi et al.
(2023) documentaram resultados inferiores para o teor de rutina em kombucha a base de cha
preto (0,002 g/L), que quadruplicou ap6s a adi¢do de um substrato alternativo a base de extrato
floral (Echium amoenum) (0,008 g/L).
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Tabela 18 — Quantificacdo cromatografica de compostos fenolicos individuais em kombuchas
a base de cha preto e adicionadas de Tropaeolum majus (capuchinha).

Composto Diax Kombucha
|
quimico (g/L) Padrao! Controle? Capuchinha® Extrato*
Acido 0 0,00749+ 0,01 0,0065+ 0,01 0,0089%+ 0,02 0,0086°
clorogénico 10 0,0068¢+ 0,01 0,00639+ 0,01 0,0078°+0,01 +0,01
. _ 0 0,041+ 0,02 0,041°+0,01  0,0379+0,01
Acido gaélico ND
10 0,048%+ 0,02 0,039+ 0,02  0,048%+ 0,01
) 0 0,090%+ 0,01 0,058+ 0,01  0,060°+ 0,01
Cafeina ND
10 0,070°+ 0,01 0,028+ 0,01 0,049+ 0,02
_ _ 0 0,039+ 0,01 0,021°+0,01  0,0149+0,01
Epigalocatequina ND
10 0,011+ 0,01 0,016°+ 0,01 0,0149+ 0,03
_ 0 0,025%+ 0,01 0,016°+0,01 0,011+ 0,01
Rutina 0,016°
10 0,017°+ 0,01 0,013+ 0,01 0,0149+ 0,01

Nota: *Dia de fermentacgdo; *Kombucha padrdo: 100% de cha preto; 2Kombucha controle: 50% de cha preto e 50%
de agua; *Kombucha com capuchinha: 50% de cha preto e 50% de extrato de capuchinha; “extrato de T. majus
obtido nas condi¢Bes Otimas de extracdo; ND: ndo detectado ou valores abaixo do limite de detec¢do. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo
teste de Fisher.

3.3.2.3 Antocianinas

As kombuchas fermentadas com extrato de T. majus foram avaliadas em relacéo ao teor
de antocianinas pelo método de diferencial de pH, considerando a presenca desses pigmentos
nos tecidos florais (Figura 18). A concentracdo de antocianinas nas bebidas variou de 15,5 £
1,4 mg pg-3-glu/L (dia 10) a 17,8 £ 0,8 mg pg-3-glu/L (dia 0). A presenca de pigmentos
antocianicos foi mais evidente (p < 0,05) no ponto inicial (dia 0) e apds 1 dia de fermentagdo
(dia 1). A partir do terceiro dia de experimento a concentracdo de antocianinas apresentou uma
queda gradativa entre as formulacGes, mas sem diferenca estatistica entre as amostras (p > 0,05).
Assim, é possivel observar que o avanco do processo fermentativo ndo impactou de forma
negativa a concentracdo de antocianinas nas bebidas. Essa variagdo pouco significativa pode
estar associada a estabilidade das antocianinas em meio acido, o que torna a kombucha um
ambiente favoravel para que isso ocorra (Jayabalan et al., 2008). Quanto mais acido o pH do
meio (< 3,0), maior a estabilidade das antocianinas, que por consequéncia assumem a tonalidade

tendendo para o rosa-salméo ou vermelho intenso (Roy; Rhim, 2020).
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Comportamento similar para as variagdes no teor de antocianinas observadas neste
estudo foi documentado por Amjadi et al. (2023), em kombucha fermentada com ché preto e
inflorescéncias de Echium amoenum. Na pesquisa a concentracdo de pigmentos oscilou entre
680 g cy-3-glu/L (dia 5) e 720 g cy-3-glu/L (dia 1 e 15), mas sem relevancia estatistica entre as
varia¢@es (p > 0,01). Em contrapartida, Zou et al. (2021) desenvolveram kombuchas com cha
Zijuan (Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan) e observaram uma queda de 51% no teor
de antocianinas ap0s 14 dias de fermentacdo. Essas oscilagdes nos teores de antocianinas da
kombucha, bem como a tendéncia a uma reducdo da concentracdo inicial, sdo fatores
relacionados a acdo microbiana e as interacdes desses pigmentos com outros compostos. O
metabolismo microbiano pode levar a producéo de enzimas capazes de metabolizar ou quebrar
as antocianinas durante a fermentacdo (Rocha-Guzman et al., 2023). Além disso, as
antocianinas podem interagir com os flavonois, flavonas e outros polifenois, formando
complexos que resultam no efeito de copigmentacdo. Essa interagdo proporciona maior
protecdo e estabilidade as antocianinas em relacdo a alteracfes de pH, exposicdo a luz e
processos oxidativos (Sendri et al., 2023).

Figura 18 — Efeito do tempo de fermentacdo sobre a concentracdo de antocianinas em
kombuchas adicionadas de Tropaeolum majus (capuchinha).
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Nota — pg-3-glu: pelargonidina-3-glucosideo.

3.3.2.4 Deteccdo e quantificacdo de antocianinas por cromatografia liquida
As antocianinas também foram avaliadas sob a perspectiva cromatogréafica. A cianidina-
3-glicosideo foi detectada no extrato de capuchinha (1,28 + 0,01 mg ci-3-glu/L), o qual, ap6s

ser incorporado ao mosto de fermentacdo manteve-se constante (kombucha dia zero: 1,25% +
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0,01 mg ci-3-glu/L) e estadvel (kombucha décimo dia: 1,10* £ 0,01 mg ci-3-glu/L) com a
progressao da fermentagcdo. Os pigmentos antocianicos sdo suscetiveis a degradagdo quando
expostos a condi¢des como incidéncia de luz, pH extremo, temperaturas elevadas (> 50 a 60
‘C) e oxidacio pela presenca de oxigénio (Sousa et al., 2022). Apesar das possiveis
intercorréncias, o extrato e as kombuchas enriquecidas com tecido floral demonstraram notavel
estabilidade das antocianinas, conferindo assim um maior apelo funcional ao produto final.
Adicionalmente, outros dois compostos antocianicos foram observados na separagdo
cromatografica. Embora ndo identificados nesta pesquisa, ao contrastar com outro estudo
realizado com as pétalas de T. majus da cor laranja, é plausivel inferir que esses pigmentos
possam ser a Delfinidina-3-dihexosideo e a Pelargonidina-3-sofordsido (Garzon et al., 2015).
Quando somadas, as areas de ambos 0s picos resultaram em uma concentracdo de 12,57 mg ci-
3-glu/L no extrato floral, 10,1 mg ci-3-glu/L no fermentado inicial (dia 0) e 7,71 mg ci-3-glu/L
no produto final (dia 10).

3.3.2.5 Atividade antioxidante

As bebidas produzidas na cinética de fermentacdo foram avaliadas por diferentes
métodos de atividade antioxidante (Figura 19). Em termos de eliminacdo do radical ABTS, a
maior atividade foi obtida no tempo zero de experimento, tanto para a kombucha a base de cha
preto (7555,5 + 35,3 umol TE/L), quanto para as bebidas adicionadas de T. majus (4257,6 £
23,6 umol TE/L). No fermentado controle, a maxima foi obtida no dia 1 (4002,4 £+ 13,2 umol
TE/L). Pelo método FRAP o potencial antioxidante da kombucha padrdo variou entre 4493,1 +
15,2 umol TE/L (dia 1) e 6142,5 + 14,2 pmol TE/L (dia 7). Na kombucha com extrato floral o
intervalo obtido (2757 + 18,4 umol TE/L a 3337,8 £ 14,4 umol TE/L), foi bem préximo aos
valores observados no fermentado controle (2426,41 + 22,3 umol TE/L a 2930,14 £ 20,7 umol
TE/L). A maior capacidade de neutralizagéo do radical DPPH foi registrada no terceiro dia para
a kombucha de cha preto (11541,1 + 34,3 umol TE/L), no décimo dia para a bebida com
substrato alternativo (8652,3 + 38,5 umol TE/L), e quinto dia na bebida controle (5358,6 + 20,1
pmol TE/L).
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Figura 19 — Efeito das varidveis tempo e substrato sobre a atividade antioxidante pelos métodos
ABTS, FRAP e DPPH das kombuchas a base de cha preto e adicionadas de
Tropaeolum majus (capuchinha).
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Legenda: m Kombucha padré&o: 100% de cha preto; ¢ Kombucha com capuchinha: 50% de cha preto e 50% de
extrato de capuchinha; A Kombucha controle: 50% de cha preto e 50% de dgua; TE: equivalentes de Trolox.
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Com base na representacdo grafica dos resultados, é evidente que a kombucha padréo
exibiu maiores atividades antioxidantes em ambos os métodos testados. Ao final do
experimento (dia 10), essa formulacdo demonstrou atividade ABTS 1,5 vezes mais potente do
que a bebida adicionada de capuchinha. Para os métodos FRAP e DPPH essas propor¢des foram
de aproximadamente 7 e 2,4 vezes, respectivamente. A bioatividade mais elevada na kombucha
de chd preto esta associada a maior concentracdo de compostos antioxidantes nessas amostras,
conforme discutido no tépico anterior. Dessa forma, a reducdo desses compostos com a
progressao da fermentacdo desencadeou 0 mesmo efeito sobre as atividades antioxidantes, que
demonstraram uma reducdo sutil até o final do experimento, com excecdo das bebidas
adicionadas de tecido floral, que pelo método DPPH apresentaram um aumento gradativo da
bioatividade com o avanc¢o da fermentacéo.

Assim, objetivando analisar essas hipoteses, o teste de correlacdo de Pearson (r) foi
executado, a fim de medir o grau de interacdo entre os compostos bioativos e o potencial
antioxidante das bebidas. Pautando-se nos produtos de Pearson (r) associados a kombucha
padrdo, os compostos fendlicos apresentaram uma forte correlacdo positiva com a atividade
antioxidante pelo método ABTS (r = 0,8828). A concentracdo de flavonoides demonstrou a
mesma interacdo em ABTS (r = 0,9125) e DPPH (r = 0,8980), o que justifica a reducéo
simultanea de compostos e atividades antioxidantes nas bebidas. Contudo, apesar de contribuir
significativamente no poder antioxidante de uma amostra, os polifendis ndo sdo os Unicos
compostos com essa bioatividade. Além disso, os polifendis podem gerar efeitos antioxidantes
em sinergia com outras substancias (Qi-Zhuang et al., 2021).

No fermentado controle, apenas os compostos fendlicos demonstraram correlacdo
significativa com ABTS (r = 0,9144). Contrariamente, nas bebidas com extrato de capuchinha,
o0 teor de fendis totais ndao apresentou correlacdo significativa (p > 0,05) com as atividades
antioxidantes, o que possivelmente esta relacionado a menor concentracdo desses compostos
nas amostras em questdo. J& para flavonoides a interagdo com ABTS (r = 0,8552) e FRAP (r =
0,8794) foi forte e positiva na kombucha com infusao floral. A concentracdo de antocianinas
também demonstrou forte correlacdo (r = 0,9214) com o ensaio DPPH. A correlacdo positiva
dos pigmentos antocianicos com DPPH demonstra a contribuicdo desses compostos na
eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, conforme evidenciado na Figura 19 (C).
Esse potencial antioxidante das antocianinas esta relacionado aos processos de hidroxilagéo e

metoxilacdo no anel B, conforme pode ser observado na estrutura quimica representada na
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Figura 20. Essa configuracgdo estrutural, confere as antocianinas maior estabilidade e eficiéncia,
otimizando a captura de raciais livres (Chaves et al., 2018).

Figura 20 — Estrutura quimica das antocianinas.

Fonte: adaptado de Vargas; Jiménez; Lopez (2000).

Em um comparativo com os achados cientificos, na pesquisa de Jakubczyk et al. (2020),
amostras de kombucha a base de cha preto apresentaram menor percentual de eliminacdo do
radical DPPH e reducdo do fon férrico (ou fon Fe®"), apds 14 dias de fermentagdo, em
comparacao ao inicio do experimento. Em kombuchas fermentadas com cha preto e infusdo de
Echinacea, as atividades antioxidantes pelos métodos ABTS e DPPH tiveram uma reducdo dos
valores com o avanco da fermentacéo (9 dias), enquanto para FRAP o inverso ocorreu (Ozyurt,
2020). Contrariamente, no estudo de Wongthai et al. (2021) a capacidade antioxidante (DPPH
e ABTS) de kombuchas fermentadas com cha oolong (Camellia sinensis) e infusdo das flores
de Clitoria ternatea, apresentou aumento significativo (p < 0,05) durante todo periodo de
fermentacdo (20 dias). De posse das informacdes discutidas, observa-se que as atividades
antioxidantes de kombuchas fermentadas em diferentes substratos configura um processo
complexo. Isso porque, além dos diversos comportamentos da bebida frente aos métodos
analiticos empregados (ABTS, FRAP, DPPH), a heterogeneidade de compostos presentes em

substratos alternativos, torna os resultados do processo fermentativo pouco previsiveis.

3.3.2.6 Ganho de massa da placa celulésica

O ganho de massa do SCOBY foi utilizado como métrica para avaliar a capacidade de
adaptacdo das colbnias microbianas presentes nas kombuchas, ao longo do tempo e em
diferentes substratos de fermentacdo (Figura 21). A nova placa celulésica formada na
kombucha de cha preto foi observada ja no terceiro dia de fermentagdo. Na bebida controle o

desprendimento da nova pelicula ocorreu no quinto dia, enquanto nas kombuchas adicionadas
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de T. majus a formac&o e separacdo de uma nova membrana ocorreu somente no décimo dia de
experimento. Ao final do processo fermentativo, 0 SCOBY formado na kombucha padréo
apresentou maior quantidade de massa (2,5 g), sendo 13x mais robusta do que a pelicula

formada na kombucha de capuchinha (0,19 g).

Figura 21 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre o ganho de massa microbiana produzida
nas kombuchas a base de cha preto e adicionadas de Tropaeolum majus
(capuchinha).
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Legenda: SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast): massa expressa em base seca; m Kombucha padréo:
100% de ché preto; ¢ Kombucha com capuchinha: 50% de cha preto e 50% de extrato de capuchinha;
Kombucha controle: 50% de cha preto e 50% de agua.

Além da sintese mais lenta, a massa microbiana formada na kombucha com tecido floral
ndo apresentou formato arredondado e textura gelatinosa, como foi observado nas kombuchas
padrdo e controle, no décimo dia de fermentacdo (Figura 22). Esse comportamento atipico no
processo de formagdo de um novo SCOBY pode sugerir que a planta atuou como agente
antimicrobiano no mosto fermentativo. Isso porque, a dindmica das populacGes microbianas é
influenciada pelos componentes quimicos presentes no meio fermentativo (Rocha-Guzman et
al., 2023). Portanto, o aparecimento de uma nova placa microbiana indica que houve adaptacéo
das bactérias acéticas ao substrato, e consumo do mesmo para formacdao das fibrilas da rede do
SCOBY (Bishop et al., 2022; Morales, 2020). Assim, considerando que as kombuchas foram
produzidas com a mesma quantidade de sacarose, que foi utilizado como substrato fonte de
carbono, a substituicdo de 50% do cha preto pelo extrato de capuchinha, pode ser o fator
plausivel para justificar o comportamento dos microrganismos na sintese do SCOBY (Rocha-
Guzmén et al., 2023).
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As propriedades antimicrobianas de T. majus estdo intimamente associadas a presenca
de glucotropaeolina no tecido vegetal. A glucotropaeolina configura um tipo de metabolito
secundario da classe dos glucosinolatos, encontrada exclusivamente em plantas do género
Tropacolum (Ceslova et al., 2023). Esses metabolitos sdo precursores do composto
isotiocianato de benzila, que é sintetizado frente a um estresse mecéanico dos tecidos vegetais,
como a maceragdo ou mastigacdo, por exemplo. O isotiocianato é reconhecido por suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anticancerigenas. Por isso, além de ser utilizada
para guarnecer pratos na alta gastronomia, a capuchinha também é utilizada como um potente
recurso natural antibacteriano (Barros et al., 2020; Garzon et al., 2015; Valsalam et al., 2019).
A espécie ja foi documentada como uma planta com propriedades bactericidas sobre
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Salmonella tifo; e acdo antifingica contra Aspergillus niger, Candida albicans, Peniillum
notatum, Trichoderma viridiae e Mucor spp. (Valsalam et al., 2019).

Pautando-se nessa discussdo, possivelmente o estresse mecanico gerado durante o
processo de extracdo das pétalas de T. majus, conferiu ao extrato a presenca do composto com
propriedades antimicrobianas (isotiocianato de benzila). Durante a fermentacdo, o isotiocianato
pode ter desempenhado acdo antibacteriana e antifungica sobre os organismos presentes no
conjunto fermentativo, principalmente as bactérias acéticas (Acetobacter), o que retardou a
formacdo do SCOBY. Contudo, esse desfecho ndo necessariamente resultou em um processo
fermentativo prejudicado, ou em uma bebida com perfil fisico-quimico e propriedades bioativas
menos favoraveis para consumo. Ademais, 0 isotiocianato de benzila é um composto de
interesse para a salde humana, e, portanto, sua presenca na kombucha pode agregar valor
funcional a bebida, quando consumida em doses moderadas.
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Figura 22 — Placa celuldsica (SCOBY) desidratada obtida no décimo dia de fermentacéo de
kombuchas a base de ché preto e adicionadas de Tropaeolum majus (capuchinha).

(4) (B) ©
Nota— A: SCOBY formado na kombucha padrdo; B: SCOBY formado na kombucha controle; C: SCOBY formado
na kombucha com capuchinha.

Fonte: Autoria prépria (2023).
3.3.2.7 Potencial hidrogenidnico (ph) e quantificacdo de &cidos organicos

Considerando o pH como um parametro crucial para atestar a qualidade e inocuidade da
kombucha, as bebidas produzidas durante a cinética de fermentacdo foram avaliadas sobre esse
aspecto (Figura 23). A variavel tempo de fermentacao impactou no comportamento das bebidas,
de forma a reduzir os valores de pH com a progresséo da fermentacéo, em ambos os substratos.
Na kombucha padréo, os valores de pH oscilaram entre 2,6 £ 0,02 (dia 10) e 3,8 £ 0,02 (dia 0).
Esses valores se assemelharam aos obtidos no fermentado controle (2,6 + 0,01 a 3,1 £0,01) e
naqueles enriquecidos de tecido floral (3,2 + 0,02 a 3,7+ 0,02). Todas as formulagcbes
apresentaram medidas de pH em conformidade com as legislaces vigentes para kombuchas,
que estabelecem valor minimo de 2,5 e maximo de 4,2 (Brasil, 2019; Nummer, 2013). A
inocuidade da bebida torna-se mais evidente com valores de pH entre esses pontos de corte,
uma vez que microrganismos patogénicos nao se desenvolvem em meio de cultivo mais acidico
como o da kombucha (Cardoso et al., 2020). Alteracdes semelhantes nos valores de pH foram
documentadas em kombucha de ché preto (8 g/L), que apresentou reduc¢do nos valores de 3,54
(dia 1) para 2,53 (dia 14) (Jakubczyk et al., 2020). Similarmente, os valores de pH de
kombuchas fermentadas por 10 dias com substratos alternativos de horteld-pimenta, urtiga,
tomilho silvestre e sabugueiro, também apresentaram reducdo gradativa (Vitas et al., 2020).
Wongthai et al. (2021) obtiveram um comportamento de pH similar em kombucha com adi¢éo
de tecido floral (Clitoria ternatea) fermentada por 20 dias.

O declinio gradativo dos valores de pH da kombucha é um fendmeno esperado, frente a
sintese de produtos da fermentagdo microbiana, como os acidos acético e glucurdnico

(Villarreal-Soto et al., 2018). O &cido acético € sintetizado pelas bactérias acéticas, a partir do
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etanol proveniente do metabolismo das leveduras, enquanto o glucurénico deriva da glicose
(Bishop et al., 2022). Nas kombuchas produzidas, 0 comportamento das amostras padréo e
adicionada de capuchinha foi muito similar em termos de acido acético. A concentracdo
méaxima foi obtida no sétimo dia para o fermentado padréo (3,82 £ 0,01 g/L) e no quinto dia
para a bebida com extrato floral (3,05 £+ 0,01 g/L), seguida de um declinio subsequente até o
final do experimento. Esse declinio pode estar relacionado ao uso do composto como fonte de
carbono, a medida que as reservas de sacarose e etanol foram esgotadas no mosto (Bishop et
al., 2022). A escassez de substrato energético ficou evidente na kombucha controle, refletindo-
se nos menores teores de acido acético (variando de 0,89 a 1,46 + 0,01 g/L). Nessa amostra,
50% do mosto era composto por agua, o que pode ter influenciado na disponibilidade de
nutrientes para a atividade microbiana.

O 4cido glucurénico representa um dos componentes de interesse significativo na
producdo de kombucha. Este &cido é endogenamente sintetizado no figado humano,
participando dos processos de desintoxicacdo do organismo. Seu mecanismo principal consiste
na conjugacdo com substancias toxicas, resultando na formacgédo de complexos hidrossollveis
para excrecdo renal (Leal et al., 2018). Portanto, sua ingestdo dietética é considerada benéfica,
uma vez que esta associado a otimizacdo dos mecanismos de desintoxicacdo do organismo.
Nesta investigacédo (Figura 23), o extrato de T. majus mostrou-se um substrato alternativo capaz
de estimular a sintese de acido glucurénico na kombucha. A bebida enriquecida com esse
componente floral apresentou um comportamento semelhante ao fermentado padréo,
manifestando a producéo de acido glucurdnico no décimo dia de fermentacéo (0,98 + 0,01 g/L;
1,05+ 0,03 g/L, respectivamente). Ja no experimento controle, a sintese do composto foi menos
satisfatoria (0,17 = 0,01 g/L — dia 10).

Segundo Bishop et al. (2022), o mosto preparado com cha preto ou cha verde favorece
a sintese de acido ascorbico na kombucha, confirmando as observacbes feitas neste estudo
(Figura 23). A bebida padrao fermentada exclusivamente com cha preto, ndo apenas exibiu o0s
mais altos teores desse composto (0,30 £ 0,02 g/L a 1,19 + 0,01 g/L), mas também demonstrou
um aumento progressivo ao longo da fermentacdo. Em contrapartida, concentragdes inferiores
foram registradas para as amostras controle (0,17 + 0,03 g/L a 0,30 £ 0,01 g/L) e adicionada de
infusdo floral (0,20 £ 0,01 g/L a 0,30 + 0,03 g/L), sem diferenca entre ambas (p > 0,05). Apesar
desse panorama, todas as amostras iniciaram a fermentagdo com o mesmo teor inicial de
vitamina C (0,30 g/L), que provavelmente era derivada do acido ascorbico presente no starter

fermentado anteriormente.
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O extrato de capuchinha revelou-se uma adi¢do promissora para a fermentacdo de
kombucha em termos de &cido latico, considerando que sua performance foi muito semelhante
ao da bebida padréo (p > 0,05). O teor desse composto oscilou entre 0,226 + 0,01 g/L e 0,255
+ 0,02 g/L no fermentado padrdo, e entre 0,197 + 0,01 g/L e 0,240 + 0,03 g/L na bebida
contendo o extrato floral. No fermentado controle o intervalo obtido variou de 0,082 + 0,03 g/L
a 0,105 + 0,01 g/L. A deteccdo do acido latico nas amostras indica a presencga de bactérias
laticas metabolicamente ativas (Jakubczyk et al., 2020). Segundo Nguyen et al. (2014), essas
bactérias tém o potencial de aumentar a sobrevida das bactérias acéticas, que sao as principais
coldnias responsaveis pela sintese de &cido glucurdnico. Pautando-se nessas teorias, é plausivel
sugerir que a baixa producéo de acido glucurénico na kombucha controle pode estar relacionada
a menor quantidade de bactérias laticas, possivelmente insuficientes para potencializar a

atividade das bactérias acéticas.
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Figura 23 — Efeito das variaveis tempo e substrato sobre o potencial hidrogeniénico (pH) e concentracao de acidos organicos de kombuchas a base
de ché preto e adicionadas de Tropaeolum majus (capuchinha).
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Legenda — m Kombucha padréo: 100% de cha preto; ¢ Kombucha com capuchinha: 50% de cha preto e 50% de extrato de capuchinha; A Kombucha controle: 50% de cha
preto e 50% de agua.
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3.4 CONSIDERAQC)ES FINAIS

A incorporacdo das pétalas de T. majus como substrato alternativo na fermentacéo da
kombucha mostrou-se uma opcao viavel para produzir uma bebida com propriedades bioativas
e funcionais distintas do fermentado tradicional, oferecendo beneficios para consumo humano.
Embora ndo tenha apresentado potencial hipoglicemiante, o extrato das pétalas de capuchinha
agregou pigmentos antocianicos a bebida, aprimorando sua atividade antioxidante. Ademais, a
sintese de &cidos organicos no substrato alternativo foi comparavel a bebida padréo. Portanto,
os resultados estudo estabelecem uma base promissora para novas pesquisas, visando aprimorar
as propriedades do extrato de T. majus e sua aplicacdo em produtos alimenticios. Além disso,
a sintese de acidos organicos no substrato alternativo foi comparavel a bebida padrao. Portanto,
o0s resultados deste estudo estabelecem uma base promissora para novas pesquisas, visando

aprimorar as propriedades do extrato de T. majus e sua aplicacdo em produtos alimenticios.
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CAPITULO 4 - OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS DAS FOLHAS DE CAPUCHINHA (Tropaeolum majus)

O conteldo deste capitulo foi apresentado na categoria de trabalho completo no 11l
Web Encontro Nacional de Engenharia Quimica (11 WENDEQ), realizado em julho de 2023
(Anexo C)

RESUMO: As folhas da capuchinha (Tropaeolum majus) sdo uma fonte de compostos
bioativos favoraveis para consumo humano. Assim, 0 presente estudo objetivou otimizar a
extracdo de compostos das folhas de T. majus. A pesquisa foi norteada por um planejamento
experimental Box-Behnken. A otimizacdo dos extratos indicou que o melhor rendimento de
fenais totais, flavonoides e atividade antioxidante (ABTS) pode ser obtido com 0,49 de massa
de folha (liofilizada) infundidas a 70 ‘C, com etanol 50%.

Palavras-chave: Compostos Fitoquimicos. Acdo Antioxidante. Caracterizacéo Fisico-quimica.
Tecnologia de Alimentos. Tropaeolaceae.

4.1 INTRODUCAO

A espécie Tropaeolum majus caracteriza-se como uma planta herbacea perene,
popularmente conhecida como capuchinha (Valsalam et al., 2019). As partes aéreas da planta
como folhas, flores, talos e sementes apresentam potencial alimenticio (Akinmoladun et al.,
2022). As flores tém se popularizado na alta gastronomia, porque séo utilizadas para guarnecer
pratos mais sofisticados. As inflorescéncias também apresentam caracteristicas fisico-quimicas
e perfil nutricional favoravel para consumo humano, e ja foram caracterizadas por diversos
autores (Barros et al., 2020; Chensom et al., 2019; Garzén et al., 2015).

Compostos bioativos como flavonoides, vitamina C, luteina e acidos graxos essenciais
podem ser encontrados nas partes comestiveis da espécie T. majus. Esses compostos
apresentam potencial antioxidante e capacidade de neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(Valsalam et al., 2019). Por isso, a capuchinha também é reconhecida por seu potencial de acdo
antiproliferativa contra células tumorais, além de melhora do prognostico em quadros
inflamatdrios e hipertensivos (Fernandes et al., 2017). As folhas ja foram documentadas como
um recurso natural eficiente no tratamento de infecgdes do trato urinério, feridas e doenga
pulmonar obstrutiva (Valsalam et al., 2019), o que também estd intimamente associado a
presenca de fitoquimicos na matriz vegetal (Ceslova et al., 2023).

Apesar das comprovagfes ja documentadas, as folhas da capuchinha ainda sdo uma

parte subutilizada e pouco explorada pela comunidade cientifica. Esse material vegetal
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configura um recurso natural em potencial para novas investigagdes, principalmente no que
tange a composicdo fisico-quimica e pardmetros para otimizar a extracdo de compostos
bioativos. Os conhecimentos acerca da composicdo das folhas podem proporcionar sua
aplicacdo em produtos alimenticios, farmacos ou cosméticos para fins estéticos. Diante desse
contexto, o presente estudo tem por objetivo otimizar a extracdo de compostos bioativos das
folhas de Tropaeolum majus.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material Vegetal

As folhas de T. majus foram coletadas no campus da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) (25°05°23.0”S 50°06°03 0"W), Ponta Grossa, Parand, Brasil. O material
vegetal foi liofilizado (LD 1500, Terroni®, Sio Paulo, Brasil) e em seguida acondicionado em
dessecador até o momento das analises. A planta foi autenticada pelo herbario da UEPG e

encontra-se tombada sob o espécime de codigo HU-2280.

4.2.2 Otimizagao Da Extracdo De Compostos Das Folhas De Tropaeolum majus

Os extratos foram obtidos por meio da infusdo das folhas liofilizadas em uma solucao
hidroalcoolica (50 mL), mantida sob aguecimento constante, seguindo as quantidades
especificas de material vegetal, temperaturas e concentracGes de solvente detalhadas na Tabela
19. Apds, as infusdes foram filtradas em papel filtro qualitativo Whatman n” 1 (Sigma Aldrich®,
St Louis, MO, USA) para retencéo das folhas e particulas sélidas.

Os parametros para otimizacdo dos extratos foram determinados conforme
planejamento experimental proposto por Box e Behnken (1960). Os efeitos das variaveis
independentes Concentracdo de folha (X1), Temperatura (X2) e Concentracao de solvente (X3)
(etanol) foram avaliados com trés niveis (Tabela 19). Dessa forma, o desenho experimental
consistiu em 15 combinacGes de tratamento (EFC1 a EFC15) com trés pontos centrais, e
distribuicdo em ordem aleatdria para minimizar possiveis variagoes inesperadas. Os niveis das
variaveis independentes foram determinados em testes prévios, com base na concentracéo de
compostos fendlicos totais. O planejamento foi executado com o objetivo de determinar
modelos capazes de maximizar a extracdo de compostos fenolicos totais, flavonoides e

potencial antioxidante dos extratos das folhas de capuchinha.
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Tabela 19 — Planejamento fatorial Box-Behnken aplicado para a extracdo de compostos das
folhas de Tropaeolum majus (capuchinha).

Concentracéo de folha Temperatura (°C);
Solvente* (%); X3

(g/L); X1 X2
_ Valores Valores Valores
Experimento Fatores ] Fatores ) Fatores ]
reais reais reais
EFC1 -1 16 -1 30 0 70
EFC2 +1 48 -1 30 0 70
EFC3 -1 16 +1 70 0 70
EFC4 +1 48 +1 70 0 70
EFC5 -1 16 0 50 -1 50
EFC6 +1 48 0 50 -1 50
EFC7 -1 16 0 50 +1 90
EFC8 +1 48 0 50 +1 90
EFC9 0 32 -1 30 -1 50
EFC10 0 32 +1 70 -1 50
EFC11 0 32 -1 30 +1 90
EFC12 0 32 +1 70 +1 90
EFC13 0 32 0 50 0 50
EFC14 0 32 0 50 0 50
EFC15 0 32 0 50 0 70

Nota — Xi; Xo; Xs: codificacBes das varidveis Concentragdo de folha, Temperatura e Solvente respectivamente,
aplicadas em trés niveis no planejamento experimental. *Etanol (v/v).

4.2.3 Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu (Singleton; Rossi, 1965). A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em
espectrofotdmetro (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), em comprimento de onda de
765 nm. O padréo acido géalico (20 a 200 mg/L) foi utilizado para a curva de quantificacdo do
composto (y = 0,000772x + 0,001610; R? = 0,989).

4.2.4 Flavonoides Totais
Os extratos foram caracterizados quanto ao teor de flavonoides segundo método descrito

por Zhishen e Mengcheng (1999). A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro de



137

microplaca (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 510 nm.
A catequina (10 a 200 mg/L) foi utilizada como composto padrdo para a curva de calibracdo (y
=0,003430x - 0,001032; R? = 0,999).

4.2.5 Atividade Antioxidante Abts

As amostras foram avaliadas quanto a capacidade de captura do cation 2,2-azino-bis (3-
ethylbenzot hiazoline-6-sulfonic acid) (Re et al., 1999). A leitura das amostras foi realizada no
mesmo equipamento utilizado para determinacgéo de fenois e flavonoides, em comprimento de
onda de 734 nm. O padrédo Trolox (50 a 350 umol/L) foi utilizado para a curva de calibracdo (y
= 0,241560x - 1,937984; R? = 0,999).

4.2.6 Atividade Antioxidante Frap

O potencial de reducdo do ion ferro presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), dos extratos das folhas de capuchinha também foi avaliado (Benzie; Strain, 1996). A
leitura das absorbancias foi realizada em 595 nm (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA).
A curva de calibracéo (y = 0,001205x + 0,030751; R? = 0,989) foi padronizada com o0 composto
Trolox (100 a 1000 pmol/L).

4.2.7 Atividade Antioxidante Dpph

A capacidade de captura do radical nitrogenado 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl foi
realizada pelo método proposto por Brand-Williams, Couvelier e Berset (1995). A leitura das
amostras foi realizada em 517 nm (Epoch, Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), e o padréo
Trolox (100 a 700 umol/L) foi utilizada para a curva de quantificacdo (y = 0,039985x -
2,071918; R? = 0,991).

4.2.8 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. Com o intuito de avaliar a
diferenca entre as amostras, o conjunto de dados foi submetido & anélise de variancia (ANOVA)
e teste de médias de Fisher LSD (Fisher Least Significance Difference). O software
STATISTICA versdo 7.1 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) foi utilizado para todas as analises

estatisticas e planejamento experimental Box-Behnken.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Planejamento Experimental
Os extratos das folhas de T. majus obtidos no planejamento experimental estdo

ilustrados na Figura 24. Esse material foi caracterizado quanto ao teor de compostos fendlicos
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totais, flavonoides e atividade antioxidante por diferentes métodos (Tabela 20). As amostras
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) em todos os parametros avaliados, o que
demonstra que as variaveis testadas (Concentracdo de folha; Temperatura; Concentracdo de

solvente) influenciaram no rendimento da extracao.

Figura 24 — Extratos das folhas de Tropaeolum majus obtidos a partir do planejamento fatorial
Box-Behnken

] E JECRNNE

EFC, EFC, EFC; EFC; EFC;s EFCs EFC, EFCg EFC, EFCy, EFC; EFC, EFC; EFCy EFCys

Nota — EFC1 (16 g/L; 30 °C; 70%); EFC2 (48 g/L; 30 °C; 70%); EFCs (16 g/L; 70 °C; 70%); EFC4 (48 g/L; 70
°C; 70%); EFCs (16 g/L; 50 °C; 50%); EFCs (48 g/L; 50 °C; 50%); EFC7 (16 g/L; 50 °C; 90%); EFCs (48 g/L;
50 °C; 90%); EFCo (32 g/L; 30 °C; 50%); EFC10(32 g/L; 70 °C; 50%); EFC11 (32 g/L; 30 °C; 90%); EFC12 (32
g/L; 70 °C; 90%); EFC13(32 g/L; 50 °C; 50%); EFC14 (32 g/L; 50 °C; 50%); EFCi5 (32 g/L; 50 °C; 50%).

Fonte: Autoria prépria (2023).

Em termos de fenois totais a amostra EFC3 apresentou a maior concentracao, enquanto
o menor teor foi observado no experimento EFC11. Esse resultado demonstra que o aumento
da quantidade de folha, ndo necessariamente implica em maior extracdo de compostos. Isso
porque, 0 extrato com menor teor de fendis (EFC11) foi desenvolvido utilizando o dobro da
quantidade de folha (32 g/L), quando comparado a amostra EFC3 (16 g/L). O mesmo cenéario
foi observado em relacdo a concentracdo de flavonoides, no qual o maior teor foi detectado no
extrato EFC12 (32 g/L de Concentracao de folha), e o menor em EFC2 (48 g/L de Concentracdo
de folha). Esses resultados podem estar associados a saturacdo do solvente devido ao excesso
de amostra no meio (Ozturk; Parkinson; Gonzalez-Miquel et al., 2018).

Ademais, o aumento da temperatura de extragdo demonstrou melhores resultados em
termos de compostos, uma vez que as amostras com maiores concentragdes (EFC3 e EFC12)
foram extraidas com o maior fator testado (70 "C). O emprego de temperaturas mais elevadas
implica em maior difusdo de compostos no meio, em virtude da maior permeabilidade da parede
vegetal (Prabawati et al., 2021). Zannou, Kelebek e Selli (2020) obtiveram maior extragdo de
compostos fendlicos em flores frescas de Hibiscus sabdariffa a 98 ‘C (2201 mg AG/L), do que
0 experimento a 25 “C (1556 mg AG/L).



139

Em complemento, a concentragdo de solvente demonstrou ser um fator influente na
extracdo, uma vez que para compostos fendlicos o ponto maximo de extracdo foi obtido com
etanol 70% (EFC3), enquanto flavonoides com 90% (EFC12). Essa variabilidade esta associada
a interacdo do solvente com o0s demais parametros testados (Concentracdo de folha e
Temperatura), bem como a polaridade desse solvente e dos compostos alvos da extracdo. A
maioria dos compostos bioativos é polar, sendo compativeis com a polaridade da &gua e do
etanol (Takahashi et al., 2020). Contudo, alguns compostos sdo apolares, 0 que torna sua
extracao limitada quando realizada em solvente ndo compativel (Akinmoladun et al., 2022).
Além disso, em temperaturas mais altas a polaridade do solvente reduz, o que potencializa a
extracdo de compostos de média polaridade, em virtude do enfragquecimento das ligacGes de
hidrogénio, conforme documentado por Rodrigues et al. (2020). Nessa pesquisa, 0s autores
observaram maior extracdo de compostos fenélicos das folhas de Cnidoscolus aconitifolius com
etanol (99,8%) em 140 "C (57 mg AG/100g), do que a 80 "C (47 mg AG/100g).

A atividade antioxidante de uma amostra estd intimamente associada a presenca de
compostos bioativos em sua matriz, especialmente fenois e flavonoides (Katarzyna et al., 2021).
Essas substancias apresentam diferentes niveis de reatividade aos radicais livres e demais
espécies reativas de oxigénio (Rumpf; Burger; Schulze, 2023). Corroborando com os resultados
obtidos, dentre 0s quais as amostras com maiores teores de bioativos como a EFC3, também
apresentou os melhores desfechos em relagdo ao potencial antioxidante, pelos métodos ABTS,
FRAP e DPPH. Ja a amostra EFC11 demonstrou menor bioatividade, possivelmente em funcao

do reduzido teor de compostos.
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Tabela 20 — Concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH dos extratos
das folhas de Tropaeolum majus.

Amostra Fendis totais Flavonoides totais ABTS FRAP DPPH

(mg AG/L) (mg CATI/L) (umol TE/L) (umol TE/L) (umol TE/L)
EFC1 45238° + 186 13553,1° + 137 143082,34" + 685,84 189018,3¢ + 596,8 207570 + 553,2
EFC2 30950,63% + 62,32 11473,1"' + 67 79071,51' + 601,25 109356,7' + 380,92 143234,5M + 288,2
EFC3 53010,6% + 93,5 17859° + 206 147540,3% + 970 222140,1% + 689,1 266219° + 864
EFC4 38363"+ 165 15473,79+ 291,12 106654 + 849,3 151828,1) + 325 159407' + 159
EFC5 43349 + 186 13055,1 + 265,52 127650,84° + 685,84 152912,7' + 689,1 213804,39 + 432,3
EFC6 27503,9' + 168,5 13218,3%" + 190,92 100999,5% + 734,9 157796" + 325 171189,1% + 288,2
EFC7 46911,7° + 2473 15581,8¢ + 79,43 126793,53% + 342,92 164848,429 + 689,1 1863481 + 864
EFCS8 25769,3M + 62,32 11764,6M +211,2 74442 1™ + 544,21 108660,41' + 513,63 73381,2" + 184,4
EFC9 36564" + 379,2 12326,29 + 42,1 119378,83° + 342,92 133151,2% + 770,5 206490,4' + 216,2
EFC10 42270,1° + 280,5 17780,52° + 37,93 139725° + 198 216850,8" + 571,4 2761272 £ 571
EFC11 13039,2" + 81 119949" + 182,52 74798,93" + 342,92 91226,8™ + 571,4 171422,3% + 216,2
EFC12 369809 + 186 19317,22 + 280,52 103604,41) + 740,8 203273,83¢ + 487 236940 + 864
EFC13 35631,5 + 161,92 16869,44° + 276 109548,4" + 523,82 179253,1° + 571,4 256034,9¢ + 779,4
EFC14 36225,2' + 247,3 16875,51¢ + 272,1 137810,9¢ + 585,65 173732,87 + 770,5 250918,2° + 374,4
EFC15 36333,1" +93,5 16748° + 258,34 1108059 + 593 1738827 + 751 258655,7¢ + 779,4

Nota: Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo; AG: &cido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox. EFC1 (16 g/L; 30 °C; 70%); EFC2 (48 g/L; 30
°C; 70%); EFCs (16 g/L; 70 °C; 70%); EFCa4 (48 g/L; 70 °C; 70%); EFCs (16 g/L; 50 °C; 50%); EFCs (48 g/L; 50 °C; 50%); EFC7 (16 g/L; 50 °C; 90%); EFCs (48 g/L; 50
°C; 90%); EFCo (32 g/L; 30 °C; 50%); EFC10(32 g/L; 70 °C; 50%); EFC11(32 g/L; 30 °C; 90%); EFCi12(32 g/L; 70 °C; 90%); EFC13 (32 g/L; 50 °C; 50%); EFCi4 (32 g/L; 50
°C; 50%); EFC15(32 g/L; 50 °C; 50%). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras a nivel de significancia de 5% pelo teste de Fisher.
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4.3.2 Otimizagao

Os modelos para as varidveis resposta (compostos fendlicos totais; flavonoides; ABTS)
sugeridos na andlise de regressdo multipla, foram significativos (p < 0,05) e ndo indicaram falta
de ajuste (Plack of fit > 0,05) (Tabela 21). Contudo, os resultados obtidos nas analises
antioxidantes pelos métodos FRAP e DPPH apresentaram falta de ajuste (Plack of fit < 0,05),
e, portanto, ndo puderam ser descritos utilizando o modelo.

A variabilidade dos resultados obtidos, demonstra uma interacdo evidente entre as
variaveis independentes (Concentracao de folha; Temperatura; Concentracdo de solvente) e 0s
compostos presentes na matriz vegetal. A variavel X; apresentou coeficientes de regressao
linear significativos (p < 0,05) com efeito negativo sobre o teor de fenois, flavonoides e
atividade ABTS. Para flavonoides o coeficiente de regressdo quadratico também demonstrou
correlacdo negativa na variavel Xi. Esse desfecho sinaliza que o melhor rendimento no processo
de extragéo pode ser obtido com o menor fator testado para a Concentragéo de folha (16 g/L).
O que foi observado na caracterizacdo dos extratos (Tabela 20), na qual as amostras com menor
guantidade de folha, em sua maioria, apresentaram uma tendéncia as maiores concentracdes de

compostos bioativos.
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Tabela 21 — Efeitos das variaveis independentes (Concentracdo de folha; Temperatura; Concentracdo de solvente) sobre a concentragcdo de
compostos fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante (ABTS) dos extratos das folhas de Tropaeolum majus.

(Continua)
Variaveis respostas Fatores Coef. de Erro t-valor p-valor -95% de +95% de
Regressao padrao confianca confianca
Compostos Fendlicos Totais (mg Constante 3727477 1917,98 19,43 <0,0001 33095,80 41453,70
AG/L) X1 -8130,28 2626,30 -3,09 <0,0092 -13852,50 -2408,06
X2 5785,34 2626,30 2,20 <0,0478 63,10 11507,57
R? ajustado 0,470
Plack-of-fit 0,548
Flavonoides totais (mg CAT/L)  Constante 17191,18 516,44 33,28 <0,0001 16040,47 18341,90
X1 -1028,64 380,09 -2,70 <0,0220 -1875,55 -181,74
X1? -2545,04 557,82 -4,56 <0,0010 -3787,96 -1302,12
X2 2665,43 380,09 7,01 <0,0001 1818,53 3512,34
X3 -1561,74 557,82 -2,79 <0,0188 -2804,66 -318,82
R? ajustado 0,850

Plack-of-fit

0,728
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(Concluséo)

Variaveis respostas Fatores Coef. de Erro t-valor p-valor -95% de +95% de
Regressao padrao confianca confianca
ABTS (umol TE/L) Constante 111976,86 3972,11 28,19 <0,0001 103234,30 120719,40
X1 -21732,00 5439,04 -3,99 <0,0021 -33703,30 -9760,80
X2 13137,70 5439,04 2,41 <0,0342 1166,50 25109,00
X3 -14722,80 5439,04 -2,70 <0,0204 -26694,00 -2751,60

R? ajustado 0,651

Plack-of-fit 0,852

Nota — Coef.: coeficiente; Xi: Concentracéo de folha (16, 32 e 48 g/L); X,: Temperatura de infus&o (30,
acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox.

50 e 70 °C); X3: Concentracdo de solvente (etanol) (50, 70 e 90%); AG:
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Para os compostos fenolicos, flavonoides e antioxidante ABTS, os coeficientes de
regressdo linear foram correlacionados positivamente com a variavel temperatura (X»),
indicando que o maior fator (70 °C) poderé resultar em melhores rendimentos. O parametro de
temperatura considerado mais eficiente, segundo a superficie de reposta, corrobora com os
resultados observados nos extratos das folhas de capuchinha. As amostras extraidas em
temperaturas mais elevadas, e com menor Concentragdo de folha demonstraram bioatividade
mais elevada. O que esta intimamente associado a maior solubilizacdo dos compostos presentes
na matriz vegetal.

J& em relacdo ao pardmetro concentracdo de solvente (Xs), observa-se que o0s
coeficientes de regressdo quadréatico e linear apresentaram interacdo negativa para flavonoides
e ABTS, respectivamente. Essas intera¢fes sugerem que, 0 processo de extracao pode ser mais
eficiente com o uso de etanol na menor concentracgéo testada (50%). Conforme discutido, esse
cenario esta relacionado ao tipo de composto presente na matriz vegetal estudada, bem como a
polaridade dos mesmos. Além disso, a associacdo de etanol com temperaturas mais elevadas
pode otimizar o desempenho do processo.

Assim, objetivando a maior extracdo de compostos fenolicos, flavonoides e atividade
ABTS das folhas de capuchinha, os experimentos foram reproduzidos nas condi¢fes 6timas
preditas e seus valores, bem como os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 22.
Considerando que os valores experimentais estdo contidos em um intervalor de 95% de

confianca, os modelos podem ser considerados validos para fins preditivos.

Tabela 22 — Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto étimo de extracédo
das folhas de capuchinha Tropaeolum majus.

Valores
Variavel resposta _ -95% de  +95% de
Predito _ _ EXP.
confianca confianca
Fenois Totais (mg AG/L) 544925  34533,6 744515  37709,4
Flavonoides Totais (mg CAT/L) 18446,7 148227 22070,8 18322,3
ABTS (umol TE/L) 161569,4 100874,3  222264,6 160290,1

Nota — EXP: experimental; AG: acido galico; CAT: catequina; TE: equivalentes de Trolox.
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4.4 CONCLUSAO

O processo otimizado para a extragcdo de compostos bioativos das folhas de T. majus
determinou a proporcéo ideal de folhas, temperatura de infusdo e concentracdo de solvente para
obter 0 maximo rendimento. O extrato resultante dessas condi¢Ges apresentou elevada
concentragdo de compostos bioativos e atividade antioxidante. Assim, pesquisas mais
aprofundadas sdo recomendadas para explorar as possiveis aplica¢des do extrato em produtos
alimenticios, farmacos e cosméticos, visando aproveitar os potenciais beneficios dos compostos

presentes na matriz vegetal.
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CONCLUSAO

A otimizacdo das condigdes de fermentacdo de kombucha com ché preto viabilizou a
identificacdo dos parametros mais assertivos, para a producdo de bebidas com maior
concentracdo de compostos bioativos e potencial antioxidante. Por meio dos parametros
determinados foi possivel estabelecer um protocolo de fermentagdo pautado na concentragdo
de ch4, teor de sacarose e temperatura de fermentacdo. Essas condi¢Ges poderdo ser aplicadas
em outros contextos, nos quais a finalidade seja a producdo de kombuchas com substrato de
fermentacao tradicional a base de ché preto.

A adicéo dos extratos florais como substrato alternativo na fermentacéo de kombuchas,
enfatizou o potencial das flores comestiveis para maximizar as propriedades bioativas e
funcionais da bebida. O extrato de Handroanthus albus favoreceu a sintese de &cido
glucurdénico nas kombuchas, enquanto os pigmentos antocidnicos de Tropaeolum majus
proporcionaram aumento da atividade antioxidante da bebida. A extragdo otimizada das folhas
de T. majus comprovou a robustez de compostos e a aptiddo desses tecidos para aplicagcdo em
produtos alimenticios.

Portanto, até o presente, esta pesquisa evidenciou que as flores comestiveis contém
atributos que potencializam as caracteristicas da kombucha fermentada com ché preto. Dessa
forma, esses achados poderdo ensejar novas investigacoes focadas no aperfeicoamento do perfil
nutricional, funcional e sensorial de kombuchas adicionadas de H. albus e T. majus.
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ANEXOS

ANEXO A - EXSICATA DA ESPECIE Handroanthus albus
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ANEXO B - EXSICATA DA ESPECIE Tropaeolum majus
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