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RESUMO

A kombucha ¢ uma bebida fermentada cujo consumo tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, impulsionado pela busca por alimentos e bebidas associados a satde e ao
bem-estar, além de seu sabor agradavel. Uma das tendéncias atuais ¢ a utilizagdo de
ingredientes adicionais para sua saborizagdo e enriquecimento funcional, como frutas,
especiarias e ervas. Nesse contexto, o lupulo se destaca por seu uso tradicional na industria
cervejeira, sendo responsavel por conferir aroma, amargor caracteristico e fornecer compostos
com atividade antioxidante. O presente trabalho teve como objetivo elaborar kombuchas
saborizadas com lupulo, avaliando diferentes formas de preparo (lipulo inteiro e picado) e
tempos de maceracdo a frio (2 e 4 dias), bem como seus efeitos sobre parametros
fisico-quimicos, cor, amargor, compostos fenolicos, flavonoides e capacidade antioxidante. A
kombucha base foi produzida a partir de infusdo de cha verde (1%) por 10 minutos a 90°C,
posteriormente adogada com sacarose e fermentada com uma cultura simbiotica de bactérias e
leveduras (SCOBY), acrescido de 10% de in6culo, em incubadora BOD a 25 + 5°C até atingir
pH 3,5. Apos a fermentagdo, a bebida foi submetida ao processo de maceragao a frio, no qual
por¢des de 250 mL receberam lupulo nas concentragdes de 2 g/, em dois formatos (inteiro e
picado) e armazenadas a 4°C por 2 e 4 dias. Controles sem lupulo, mantidos sob as mesmas
condicdes, também foram avaliados. Ao final da maceragao, todas as amostras foram filtradas
e submetidas as andlises fisico-quimicas, cromadticas e antioxidantes. Os resultados
demonstraram que a adi¢ao de lapulo influenciou significativamente diversos parametros da
bebida. Houve aumento do pH em todas as amostras saborizadas, indicando efeito tampao dos
compostos do lapulo, enquanto o teor alcoolico e os s6lidos soluveis totais permaneceram
estatisticamente inalterados. A acidez tituldvel apresentou incremento nas amostras com
lupulo picado, sugerindo maior liberacdo de compostos fenolicos e resinosos. O teor de
flavonoides mostrou aumento significativo nas amostras maceradas com lipulo, sobretudo na
forma picada, que também apresentou tendéncia de maiores valores de compostos fenolicos
totais. A capacidade antioxidante (CUPRAC, DPPH e ABTS) ndo diferiu estatisticamente
entre os tratamentos, embora as amostras com lupulo, especialmente a KP4, tenham exibido
valores médios superiores ao relatado na literatura para kombuchas tradicionais. O amargor
foi o parametro mais impactado pelo tratamento, com aumentos expressivos nas amostras
contendo lupulo picado e nos maiores tempos de maceracdo. De forma geral, conclui-se que a
adicao de lupulo, especialmente na forma picada, promoveu maior intensidade de amargor,
elevagdo da acidez e aumento de compostos bioativos, resultando em kombuchas com
propriedades bioativas aprimoradas.

Palavras-chave: kombucha; ltpulo; antioxidantes; flavonoides; fermentagao.



ABSTRACT

Kombucha is a fermented beverage whose consumption has increased significantly in recent
years, driven by the search for foods and beverages associated with health and well-being, in
addition to its pleasant taste. One of the current trends is the use of additional ingredients for
flavoring and functional enrichment, such as fruits, spices, and herbs. In this context, hops
stand out for their traditional use in the brewing industry, being responsible for providing
aroma, characteristic bitterness, and supplying compounds with antioxidant activity. This
study aimed to develop kombuchas flavored with hops, evaluating different preparation
methods (whole and chopped hops) and cold steeping times (2 and 4 days), as well as their
effects on physicochemical parameters, color, bitterness, phenolic compounds, flavonoids,
and antioxidant capacity. Kombucha base was produced from a green tea infusion (1%)
steeped for 10 minutes at 90°C, subsequently sweetened with sucrose and fermented with a
symbiotic culture of bacteria and yeast (SCOBY), plus 10% inoculum, in a BOD incubator at
25 £ 5°C until reaching pH 3.5. After fermentation, the beverage underwent a cold maceration
process, in which 250 mL portions received hops at concentrations of 2 g/L, in two formats
(whole and chopped) and stored at 4°C for 2 and 4 days. Controls without hops, maintained
under the same conditions, were also evaluated. At the end of maceration, all samples were
filtered and subjected to physicochemical, color, and antioxidant analyses. The results
demonstrated that the addition of hops significantly influenced several parameters of the
beverage. There was an increase in pH in all flavored samples, indicating a buffering effect of
hop compounds, while the alcohol content and total soluble solids remained statistically
unchanged. Titratable acidity showed an increase in samples with chopped hops, suggesting a
greater release of phenolic and resinous compounds. The flavonoid content showed a
significant increase in samples macerated with hops, especially in chopped form, which also
showed a tendency towards higher values of total phenolic compounds. Antioxidant capacity
(CUPRAC, DPPH, and ABTS) did not differ statistically between treatments, although
samples with hops, especially KP4, exhibited average values higher than those reported in the
literature for traditional kombuchas. Bitterness was the parameter most impacted by the
treatment, with significant increases in samples containing chopped hops and in those with
longer maceration times. Overall, it is concluded that the addition of hops, especially in
chopped form, promoted greater bitterness intensity, increased acidity, and increased bioactive
compounds, resulting in kombuchas with enhanced bioactive properties.

Keywords: kombucha; hops; antioxidants; flavonoids; fermentation.
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1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos e bebidas fermentadas tem crescido significativamente na
ultima década, impulsionado pelo interesse dos consumidores em produtos associados a satide
e ao bem-estar (Embrapa, 2022). Nesse contexto, a kombucha, bebida obtida pela
fermentagdo do chda adocado por meio de uma simbiose de leveduras e bactérias
acido-acéticas (SCOBY), tornou-se popular em diferentes partes do mundo, inclusive no
Brasil (Cognitive Market Research, 2025). Além de seu perfil sensorial agradavel, estudos
tém demonstrado que a kombucha pode apresentar compostos bioativos com propriedades
antioxidantes, antimicrobianas ¢ de suporte ao equilibrio intestinal (Antolak et al., 2021;
Crum et al., 2016).

Uma das tendéncias atuais ¢ a utilizacdo de ingredientes adicionais para saborizagdo e
enriquecimento funcional da kombucha, como frutas, especiarias e ervas (Crum; Lagory,
2016). Entre essas possibilidades, o lapulo (Humulus lupulus L.) se mostra um ingrediente de
grande potencial, considerando sua ampla utilizagdo na induastria cervejeira, onde ¢
responsavel por conferir aroma, amargor caracteristico e também fornecer compostos com
atividade antioxidante (Ditrych et al., 2025). Embora seu uso em cervejas seja consolidado,
tanto na etapa de fervura, quanto durante a maturagdo das cervejas, utilizando a maceragao a
frio (dry hopping), sua aplicacio em kombuchas ainda ¢ escassa, abrindo espago para
pesquisas que avaliem seu impacto sensorial e funcional.

O lupulo ¢ rico em flavonoides, alfa-acidos e 6leos essenciais, moléculas que podem
contribuir para a bioatividade da kombucha (Durello et al., 2019). No entanto, o perfil
quimico liberado depende diretamente do método de preparo e da forma de extragao, podendo
variar, por exemplo, quando o lupulo ¢ adicionado na etapa de saboriza¢do da bebida, usando
a maceragdo a frio (Durello et al., 2019). Além disso, o tempo do processo exerce influéncia
direta nas caracteristicas fisico-quimicas da kombucha, como pH, acidez, teor de actcares e
compostos fenolicos, fatores determinantes para a formagdo do sabor e para a expressao das
propriedades funcionais (Jayabalan et al., 2014).

Diante disso, torna-se relevante investigar a produ¢ao de kombucha saborizada com
lupulo, buscando compreender como diferentes métodos de preparo do ingrediente, aliados ao

tempo de maceragao a frio, influenciam nas caracteristicas da bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elaborar kombuchas saborizadas com lupulo, utilizando diferentes métodos de preparo
(Iapulo inteiro e picado) e de tempos de maceragao (2 e 4 dias), e avaliar os efeitos desses

parametros sobre as caracteristicas fisico-quimicas e bioativas da bebida.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir kombuchas controle (sem adicao de lapulo) e kombuchas saborizadas com
lupulo inteiro e picado, maceradas por 2 ¢ 4 dias;

e Monitorar parametros fisico-quimicos das bebidas (pH, acidez titulavel, teor alcoodlico
e solidos soluveis totais);

e Analisar as caracteristicas de cor das amostras de kombucha de lupulo pelo sistema
CIELAB;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides;

e Avaliar a capacidade antioxidante das amostras pelos métodos DPPH, CUPRAC e
ABTS;

e Determinar o amargor das amostras de kombucha.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada, preparada a partir da infusdo de chéd de
Camellia sinensis, agicar ¢ uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY-
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), que tem um sabor levemente acido, devido a
geracdo de diferentes 4cidos organicos durante a fermentagdo que reduzem o seu pH (Liu et
al., 2023).

A bebida tem como provavel ber¢o o norte da China, onde seu uso tradicional estava
associado a finalidades terapéuticas. Com o passar dos séculos, a bebida se espalhou para o
Japao, Russia e Europa. Durante o século XX, especialmente no pds-guerra, a bebida voltou a
ganhar popularidade, chegando a Alemanha, Franca e ao norte da Africa (Greenwalt et al,
2000). Atualmente, o interesse crescente por alimentos e bebidas com propriedades
funcionais tém impulsionado a popularizacdo da kombucha em escala global. Em um relatorio
de analise de tendéncias, a Grand View Research (2024) estimou que o mercado mundial de
kombucha movimentou cerca de USD 4,26 bilhdes em 2024, com projegdes de alcangar USD
9,09 bilhdes até¢ 2030, correspondendo a uma taxa de crescimento anual composta de 13,5%
no periodo de 2025 a 2030. Esse crescimento reflete a crescente demanda por produtos
naturais, organicos € com baixo teor de agucar, alinhados as tendéncias de consumo
consciente e satde. A introducao de sabores inovadores e formulagdes exclusivas também tem
ampliado a base de consumidores, tornando a kombucha mais atrativa para diferentes
publicos.

No contexto latino-americano, a Cognitive Market Research (2025) destacou que essa
regido apresenta rapido crescimento, sendo o Brasil o maior mercado, responsavel por
aproximadamente 2,64% da participacdo global. Esse destaque refor¢a o papel do pais na
consolidagdo da kombucha como alternativa saudavel as bebidas industrializadas tradicionais,
em sintonia com a tendéncia de valorizagdo de alimentos funcionais e naturais. A Figura 1
ilustra a evolucdo do mercado global de kombucha entre 2021 e 2025, além de apresentar
estimativas de crescimento até 2033. Nota-se um aumento expressivo no periodo, com
destaque para a América do Norte como principal mercado consumidor, seguida pela
expansdo acelerada da Asia-Pacifico. O cenério confirma a tendéncia de consolidagdo da
kombucha como bebida funcional de relevancia mundial, com previsdo de atingir cerca de

USD 13,5 bilhoes em 2033 (Grand View Research, 2024).
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Figura 1- Crescimento do mercado global de kombucha por regido (2021-2033).

Mercado da kombucha E=Evm
tamanho, por regido, 2021-2033

Tamanho de mercado (US$B)

2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030 2031 2032 2033

® Oriente Médio e Africa América Latina  Asia Europa @ América do Norte

Fonte: adaptado de Grand View Research (2024).

Para além da expansdo do mercado, a kombucha chama atengdo pelas razdes que
impulsionam seu consumo cotidiano. Em estudo realizado na Universidade Federal de Pelotas
(Gongalves, 2023), a maioria dos entrevistados declarou conhecer a bebida e associa-la a
beneficios para a satde, especialmente relacionados a melhora do funcionamento intestinal
(57,9%) e ao fortalecimento do sistema imunoldgico (49,6%). Segundo Simdes e Rodrigues
(2023), entre os principais motivos relatados para o consumo, destacam-se a crenca nas
propriedades funcionais (81,1%), o sabor agradavel (36,4%) e a refrescancia (25%), além de
ser vista como alternativa mais saudavel aos refrigerantes industrializados (23,5%). Esses
resultados evidenciam que o apelo de saudabilidade continua sendo o fator central de

motivagao.

3.1.1. Legislagdo aplicada a kombucha

No Brasil, a kombucha ¢ regulamentada pela Instrugdo Normativa n® 41, de 17 de
setembro de 2019, sendo definida como uma bebida fermentada obtida a partir da respiragao
aerdbica e fermentacdo anaerdbica do mosto preparado com infusdo ou extrato aquoso de
Camellia sinensis e agUcares, por meio de uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas. Além de estabelecer essa definicdo, a normativa também
determina os padrdes de identidade e qualidade para o produto, bem como os ingredientes

obrigatdrios e opcionais permitidos em sua formulagao (Brasil, 2019).
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3.1.2 Classificagdo ¢ Denominagao

Segundo a Instru¢do normativa n° 41 do MAPA, a kombucha deve ser rotulada

conforme os ingredientes utilizados, seguindo esta ordem:

"KOMBUCHA DE" (nome da espécie vegetal utilizada, se houver, além do chd),
"COM" (nome dos ingredientes opcionais permitidos),
"COM AROMA DE" (nome do aditivo aromatizante natural),
"GASEIFICADA" (se adicionada de gas carbonico),
"COM ALCOOL" ou "ALCOOLICA" (se o teor alcodlico for acima de 0,5% v/v).
A kombucha ndo alcodlica produzida apenas com os ingredientes obrigatorios pode ser

denominada "KOMBUCHA ORIGINAL".

A rotulagem da kombucha deve obrigatoriamente informar o teor alcodlico no rétulo
principal, expresso em porcentagem por volume (% v/v), acompanhado da expressdo "Teor
alcodlico:". No caso das kombuchas sem alcool que apresentem teor alcodlico superior a
0,05% v/v, é necessario incluir a adverténcia "Pode conter alcool em até 0,5% v/v", além da
declaracao do teor alcoodlico maximo permitido, considerando uma tolerancia de 0,1% v/v.
Somente os produtos com teor alcoolico de até 0,05% v/v podem utilizar expressdes como
"zero alcool", "0,0%" ou termos similares.

E proibido o uso de alegagdes funcionais ou de saude que nio sejam autorizadas pela
legislacdo da ANVISA. Caso a kombucha seja submetida ao processo de pasteurizagdo, o
rétulo deve indicar essa informagdo de forma clara e destacada, utilizando a palavra
"pasteurizada".

Além disso, ¢ vedada a utilizagdo de termos relacionados a vinhos, tais como "seco",
"suave", "reserva" e a palavra "vinho", na rotulagem da kombucha. Também nao ¢ permitido
o uso de expressdes como '"artesanal", "caseira", "bebida viva", "probiotica", "elixir",
"energizante", "premium" e outras que atribuam caracteristicas funcionais ou qualidades

superlativas ndo aprovadas pela legislagao vigente.

3.1.2.1 Parametros Analiticos
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A normativa também estabelece padrdes analiticos de pH, graduagao alcoolica, acidez

volatil e pressao da kombucha (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros analiticos da kombucha de acordo com a legislacdo brasileira.

Parametro Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduacdo alcodlica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduacao alcodlica (% v/v) kombucha com élcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEg/L) 30 130
Pressdo (atm a 20°C) na kombucha adicionada de CO, 1,1 3.9

Fonte: Adaptado de Brasil (2019).

3.1.3 Composic¢ao

A kombucha deve ser eclaborada conforme previsto pela legislagdo brasileira
(BRASIL, 2019), utilizando agua potavel, infusdo ou extrato aquoso de Camellia sinensis €
cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY), assegurando a seguranga para o
consumo humano. Os microrganismos presentes no SCOBY podem permanecer na bebida
final, mas ndo podem ser adicionados apds o processo fermentativo.

Sdo permitidos processos tecnologicos como pasteurizacdo e filtracdo, além da
utiliza¢dao de ingredientes opcionais, incluindo infusdes de outras plantas autorizadas, frutas,
vegetais, especiarias, mel, melado, fibras, vitaminas, minerais, gases industriais para
carbonatagdo, aditivos naturais e novos ingredientes aprovados pela ANVISA (RDC n°
267/2005).

E proibida a presenca de contaminantes microbiologicos ou quimicos acima dos
limites legais, residuos de agrotdxicos nao autorizados, substancias nocivas, ingredientes ndo
permitidos, adulterantes, bem como a adi¢do de acidos volateis que ndo sejam naturalmente

produzidos pela fermentagao.

3.1.3.1 Chas de Camellia sinensis

A base obrigatoria da kombucha ¢ a infusdo ou extrato aquoso de Camellia sinensis,
planta da qual se originam diferentes tipos de cha, como cha verde e chd preto. Essas

variagdes resultam de diferentes processos de oxidagao e secagem das folhas, que influenciam
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diretamente a composi¢do quimica (polifendis, catequinas, cafeina) e, consequentemente, o
perfil sensorial e funcional da bebida (Jayabalan et al., 2014).

O ché preto ¢ obtido a partir de folhas que sdo esmagadas e expostas a umidade, que
causa oxidacdo dos polifendis, enquanto o chd verde ¢ obtido a partir de botdo e folhas, ndo ¢
fermentado e ainda passa por aquecimento a vapor e secagem (Firmino; Miranda, 2015).

O ché oolong ¢ parcialmente fermentado, resultando em caracteristicas intermediarias
de aroma. Entre esses chds, o cha verde se destaca por apresentar maior concentracao de

compostos com propriedades funcionais (Chan; Lim; Chew., 2007).

3.1.3.2 SCOBY

A cultura simbiodtica de microrganismos utilizada na producdao da kombucha,
conhecida como SCOBY, ¢ composta principalmente por diferentes espécies de leveduras e
bactérias acéticas que atuam de forma cooperativa durante a fermentacdo. As leveduras,
geralmente dos géneros Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces ¢ Pichia, sao
responsaveis por degradar a sacarose em glicose e frutose por meio da enzima invertase. Esses
acucares simples sdo entdo metabolizados pelas proprias leveduras via glicdlise, resultando na
produ¢do de etanol e didxido de carbono (Greenwalt; Steinkraus; Ledford, 2000). Em
seguida, as bactérias acéticas, como Komagataeibacter xylinus, Acetobacter e Gluconobacter,
utilizam o etanol e os agucares como substrato para a producdo de acidos organicos,
especialmente acido acético, gluconico e glucuronico, que conferem a kombucha seu sabor
caracteristico e propriedades funcionais. Além disso, algumas espécies do género
Komagataeibacter t€m a capacidade de sintetizar celulose bacteriana, formando uma pelicula
gelatinosa na superficie da bebida, estrutura tipica do SCOBY (Liu et al., 2023).

Além dessas, bactérias laticas, principalmente do género Lactobacillus spp., também
foram detectadas em diferentes cultivos de kombucha, evidenciando uma diversidade
microbiana que pode ser influenciada tanto pelo substrato quanto pelas condi¢cdes ambientais

(May et al., 2019).

3.1.3.3 Acucares utilizados

Os acglcares constituem a principal fonte de carbono para os microrganismos do
SCOBY, sendo essenciais para o desenvolvimento da fermentagdo da kombucha. A sacarose ¢

o acucar mais amplamente utilizado, por sua facil disponibilidade e eficiéncia na condugdo do
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processo fermentativo. Apos a hidrdlise enzimatica, a sacarose ¢ convertida em glicose e
frutose, que servem como substrato para leveduras e bactérias, resultando na producao de
etanol, dioxido de carbono e acidos organicos, responsaveis pelo sabor caracteristico da
bebida (Silva, 2016).

Entretanto, estudos t€ém demonstrado que outros agucares também podem ser
empregados. Silva (2016), em sua pesquisa sobre a fermentacdo de kombucha com diferentes
substratos, observou que o uso de actcares alternativos podem modificar a acidez da bebida, o
perfil sensorial e at¢ mesmo a velocidade da fermentagdo. Agucares como glicose e frutose
apresentaram fermentagdes mais lentas em comparagdo a sacarose, resultando em bebidas
com menor acidez ao final do processo.

Martins (2019), ao avaliar diferentes fontes de carboidratos, identificou que a
substitui¢do parcial ou total da sacarose por agiicares como melado ou glicose pode impactar
diretamente tanto o crescimento microbiano quanto a aceitagdo sensorial da kombucha. O
melado, por exemplo, conferiu um aroma mais complexo € uma composi¢do quimica
diferenciada, devido a presenca de minerais e compostos aromaticos, mas reduziu a aceitacao
sensorial pelo sabor residual intenso.

Assim, a literatura aponta que, embora a sacarose seja considerada o substrato de
escolha para a produgdo tradicional de kombucha, garantindo melhor desenvolvimento
microbiano, estabilidade fermentativa e aceitagdo pelo consumidor, a utilizagdo de agtcares
alternativos como glicose, frutose ou melado pode representar estratégias interessantes de
diversificagdo tecnoldgica, desde que os impactos na qualidade final da bebida sejam

cuidadosamente avaliados.
3.1.4 Elaboracao da kombucha

A produgao da kombucha pode ser separada em 4 etapas principais: preparagao da
infusdo, adicdo da cultura de bactérias e leveduras, fermentagdo primaria e
saborizagao/fermentacao secundaria (opcional) (Figura 2).

A producdao da kombucha inicia-se com a preparacdo da infusdo de cha, geralmente
utilizando-se uma concentracdo de 0,5% a 1% (m/v) de folhas, que sdo extraidas em agua
fervente por um periodo de 5 a 10 minutos. A etapa de infusdo das folhas de Camellia
sinensis, realizada com agua quente, ¢ essencial para a defini¢dao do perfil quimico e sensorial
da kombucha, uma vez que os compostos extraidos servem de substrato ndo apenas para a

fermentagdo microbiana, mas também para a formagao de compostos bioativos e metabdlitos
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secundarios. Entre os principais compostos liberados durante a infusdo estdo os polifendis,
catequinas, cafeina, taninos e aminoacidos, cuja concentracdo final depende de variaveis
como tempo de contato, temperatura da agua, tipo de cha e granulometria das folhas (Dada et

al., 2021).

Figura 2-Etapas de producdo da kombucha.

) 8. Fermentacao
1. Preparagéo da secundaria
infusdo de cha Mistura kombucha e
saborizador
J Tempo: 2 a 4 dias.
( h
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\ y T
e : ~ ~
6. Fermentacdo
3. Resfriamento primaria
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5. Adicao do starter
4. Adicao do (10% de kombucha
SCOBY ° previamente
fermentada)
\ y L )

Fonte: elaborada pela autora (2025).

A temperatura ¢ o tempo de infusdo afetam diretamente a extracdo de compostos
fendlicos e cafeina. Temperaturas mais elevadas (acima de 85 °C) e tempos prolongados
podem aumentar a extragdo de polifendis, mas também favorecer a degradagcdo de compostos
termossensiveis e o desenvolvimento de sabores indesejaveis, como amargor e adstringéncia
excessiva (Watawana et al., 2015). Estudos apontam que o cha verde tende a preservar melhor
as catequinas e antioxidantes durante a fermentacao, enquanto o cha preto confere coloragao
mais intensa e perfil de sabor mais robusto (Zhang et al., 2020). A variagao na preparagao da

infusdo, portanto, ¢ uma ferramenta tecnoldgica estratégica no desenvolvimento de
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kombuchas com caracteristicas diferenciadas, podendo ser combinada a outros ingredientes,
como frutas e ervas, para otimizar o sabor e o valor funcional da bebida.

Em seguida, adiciona-se actcar (5 a 10%) enquanto a infusdo ainda estd quente para
garantir sua completa dissolu¢do. Apos o resfriamento da bebida até a temperatura ambiente,
¢ incorporada a cultura simbiotica de bactérias e leveduras (SCOBY), junto com uma fracao
da kombucha previamente fermentada (cerca de 10% em volume), que atua como starter para
a fermentacdo (Watana et al., 2015).

A temperatura de fermentagdo geralmente ocorre entre 23° C e 28°C e o tempo de
fermentagdo ¢ variavel de 4 até 10 dias, podendo se estender até 60 dias, dependendo das
condi¢des do processo ¢ do pH desejado para a bebida. Tanto o tempo de fermentagdo quanto
a temperatura exercem influéncia direta sobre a composicdo final da bebida, afetando a
concentracdo de acidos orgénicos, o teor de etanol e, consequentemente, suas caracteristicas
sensoriais (Greenwalt et al., 2000). A produgdo desses acidos organicos provoca uma reducao
do pH ao longo do processo, sendo recomendavel que o pH final esteja entre 2,5 ¢ 4,2 para
garantir a seguranca microbiologica. Valores inferiores a esse intervalo podem indicar uma
producao excessiva de acido acético, conferindo a bebida um sabor demasiadamente acido e
aroma acentuado de vinagre (Santos et al., 2020)

Durante esse processo, a fermentagdo metabdlica transforma os agucares em acidos
organicos, gases € compostos bioativos, além de formar uma pelicula caracteristica na
superficie da bebida, que, ao final da fermentagdo, ¢ removida, a bebida ¢ filtrada para
eliminar residuos solidos e est4 pronta para consumo (Jayabalan et al., 2014).

Para incrementar o sabor e a efervescéncia, pode-se realizar uma saborizagdo/ segunda
fermentagdo, com chéa adogado, sucos de frutas, d4gua de coco e/ou ervas e flores aromaticas
para intensificar o sabor e melhorar a sua composi¢ao bioativa. Além disso, pode-se promover
nesta etapa a carbonatacdo natural ou desenvolver versdes alcoolicas (segunda fermentagao),
mantendo a bebida adicionada de novas fontes nutritivas em ambiente anaerobico (Coelho et

al., 2014).

3.1.5 Potencial bioativo da kombucha

O consumo de kombucha tem aumentado exponencialmente nos paises ocidentais,
devido ao aumento das buscas por alimentos funcionais e as propriedades bioativas
relacionadas a bebida (Jayabalan et al., 2014). Essas propriedades bioativas sdo decorrentes de

moléculas com potencial terapéutico ou funcional, capazes de exercer beneficios no
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organismo humano, incluindo ag¢des fisioldgicas, imunoldgicas e comportamentais, que sao
origindrias tanto do cha de C. sinensis (substrato), quanto das atividades metabolicas dos
microrganismos envolvidos no processo fermentativo, bem como dos ingredientes
adicionados na etapa de saborizacdo da bebida (Antolak et al., 2021).

Para além dos 4acidos organicos produzidos na fermentagdo, a kombucha também se
caracteriza pela presenga de compostos bioativos provenientes do chd, que sofrem
modificagdes durante o processo de fermentagdo microbiana. Em uma analise de kombuchas
preparadas com cha preto e cha verde, foram identificados 127 compostos fendlicos, sendo os
flavonoides (70,2%) e os acidos fenolicos (18,3%) as classes mais representativas, seguidos
por polifenodis diversos, lignanas e estilbenos (Zhang et al., 2020). A diversidade desses
compostos esta associada a propriedades funcionais atribuidas ao consumo de kombucha,
como atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, hepatoprotetora e cardioprotetora, sendo
os flavonoides e os acidos fenolicos os principais responsaveis por esses efeitos (Greenwalt et
al., 2000).

Os 4cidos organicos formados durante a fermentagdo, como acido acético,
glucurdnico, lactico e gluconico, também apresentam potencial antimicrobiano, inibindo
patogenos como Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes (Marsh
et al,, 2014; Greenwalt et al., 2000). Essa atividade antimicrobiana estd relacionada a
acidificagdo do meio, a presenga de compostos fendlicos e a acdo sinérgica entre oS
metabolitos produzidos.

Estudos sugerem que a kombucha pode atuar como moduladora da microbiota
intestinal, favorecendo o crescimento de microrganismos benéficos, como as bactérias
acido-laticas. Essas bactérias podem contribuir para a satde intestinal, promovendo um

equilibrio que favorece a digestdo e a absor¢ao de nutrientes (Marsh et al., 2014).

3.1.6 Kombuchas saborizadas

A saborizacdo da kombucha, também chamada em alguns casos de segunda
fermentagdo, representa uma pratica essencial para a diversificacdo da bebida. Apds a
fermentagdo inicial do cha-base, ingredientes como frutas, ervas, flores e at¢ mesmo lapulo
podem ser adicionados com o objetivo de modular o perfil sensorial e funcional da bebida.

Essa etapa permite a incorporagdo de compostos fendlicos, antioxidantes e volateis



27

aromaticos, além de favorecer a formac¢ao de novos metabdlitos microbianos que contribuem
para o valor nutricional e a aceitagdo sensorial.

Diferentes estudos tém destacado os beneficios da saborizagdo no processamento da
bebida. A adi¢do de polpa de maracuja em kombucha de cha verde, por exemplo, melhorou a
aceitagdo sensorial e conferiu aroma e sabor caracteristicos (Silva, 2021). De forma
semelhante, a combinagdo de alecrim e manga demonstrou aumento nos teores de fendlicos
totais, taninos e atividade antioxidante, refor¢ando o potencial funcional da bebida (Luvison;
Dangui; Lima, 2023). Ja a incorporagdo de lupulo, em diferentes abordagens de maceragao,
tem mostrado impacto positivo na composi¢do volatil e no perfil sensorial, além de contribuir
para a bioatividade da kombucha (Ditrych et al., 2025; Dudek et al., 2024).

Dessa forma, a saborizagdo, ap6s a primeira fermentacdo constitui-se como uma
estratégia tecnologica relevante tanto para agregar valor funcional quanto para ampliar a
diversidade de sabores, atendendo a um publico consumidor cada vez mais interessado em
bebidas artesanais e funcionais. O Quadro 1 sintetiza alguns exemplos recentes de trabalhos
que aplicaram frutas, ervas e lupulo nessa etapa, destacando ingredientes, objetivos e

principais resultados.

Quadro 1-Trabalhos com kombuchas utilizando diferentes ervas e aditivos na etapa de
saborizagao.

Referéncia | Ingredientes Método de saborizacao Resultados
adicionados

Silva (2022) [ Polpa de maracuja | Adicao de 10% de polpa Melhor aceitacdo sensorial;
(m/m); fermentagao destaque para aroma e sabor
secundaria a temperatura caracteristicos.

ambiente por 48 h

Crispino Cupuagcu, tapereba | Adig¢ao de 20% de néctar Aumento de compostos
(2024) e bacuri. de fruta, fermentacao fenélicos, vitamina C e
secundaria em garrafas capacidade antioxidante; pH
fechadas por 24-36h. reduzido e maior acidez. Bacuri
teve os melhores resultados
antioxidantes.

Luvison et at | Alecrim e manga | Adicao de 20% de polpa de | Aumento dos teores de fendlicos

(2023) manga + infusdo de totais, taninos e atividade
alecrim; fermentagdo antioxidante; bebida funcional
secundaria por 7 dias a 25 | com baixo valor caldrico.
°C

Ditrych et al | Lupulo Lupulo moido A adicdo pré-fermentagdo
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(2025) manualmente adicionado aumentou a estabilidade
pré-fermentag@o (no cha) oxidativa e reduziu a formagao
ou pés-fermentagao de radicais; a pés-fermentagao

intensificou o amargor, aroma
citrico/floral e melhorou a
aceitacdo sensorial

Estudos mais recentes demonstram o potencial de enriquecimento da bebida por meio
da maceragdo de ervas, como o lupulo, como observado por Ditrych et al. (2025). Essas
adi¢des permitem a extracdo seletiva de compostos volateis e bioativos, proporcionando
melhorias no aroma, sabor e propriedades antioxidantes da kombucha. Dessa forma, a
variagdo nas estratégias de maceragdo constitui uma ferramenta tecnoldgica importante para o
desenvolvimento de kombuchas com caracteristicas sensoriais diferenciadas e potencial
funcional otimizado.

Nesse sentido, o uso de ervas, especialmente o lipulo, na etapa de saborizagdo da
kombucha apresenta grande potencial para gerar uma bebida com apelo funcional, aromas
citricos, florais e herbais e com o amargor caracteristico da cerveja, podendo servir como uma

alternativa de consumo mais saudavel do que a cerveja e com menor teor alcoodlico.

3.2 Lupulo

O lupulo (Humulus lupulus Linnaeus) ¢ uma planta pertencente a familia Cannabaceae
e a ordem Rosales. O género Humulus compreende trés espécies principais: H. lupulus, H.
Jjaponicus e H. yunnanensis, sendo as duas primeiras amplamente cultivadas para fins
comerciais, especialmente na industria cervejeira (Almaguer et al., 2014). Historicamente,
escritos comecam a relacionar o uso do lapulo a fabricacao de cerveja a partir do século XIII,
mas, o primeiro relato conhecido da funcionalidade do lipulo em bebidas foi escrito por
Hildegard Von Bingen, em 1158, em seu livro “Physica Sacra”, onde recomendou a adi¢ao
dessa planta a bebidas, com finalidade de prolongar sua vida 1til (Sposto6 et al., 2019).

Por ser uma planta dioica, o lupulo apresenta flores masculinas e femininas em
individuos distintos. Nas plantas femininas, desenvolvem-se estruturas reprodutivas
conhecidas como cones ou estrobilos, que surgem apds a polinizagdo e medem entre 2,5 € 5
cm de comprimento (Korpelainen; Pietildinen, 2021). Nos cones do lupulo (Figura 3)
localizam-se as glandulas de lupulina, responsaveis por armazenar os compostos de maior

interesse comercial da planta, principalmente as resinas amargas (a-acidos), que conferem o
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amargor caracteristico da cerveja, bem como os oOleos essenciais, que contribuem com o
aroma da bebida. A quantidade e composi¢do desses compostos variam conforme a variedade
do lapulo, sendo a cor, a composi¢do quimica e a morfologia dos cones aspectos essenciais

para a diferenciagdo entre cultivares (Almeida, 2020).

Figura 3- Inflorescéncia (cone) de plantas femininas de lupulo.

Fonte: Sposito et al. (2019).

O cultivo de lapulo no Brasil é recente, mas vem se expandindo principalmente nos
estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, regides com clima mais proximo ao
temperado, favorecendo o desenvolvimento da planta e a qualidade dos cones (cones de
lupulo sdo as flores da planta fémea do lupulo e fazem parte da planta utilizada na fabricagdo
da cerveja, pois contém resinas e 6leos essenciais que proporcionam o amargor, aroma e sabor
caracteristicos da bebida, além de contribuir para a estabilidade e conservacdo da espuma).
Entretanto, a produgdo nacional enfrenta desafios relacionados a cadeia produtiva nao
estabelecida, adaptacdo das cultivares ao fotoperiodo brasileiro, uso limitado de maquinario
especializado e variabilidade climatica. Apesar disso, algumas cultivares adaptadas ao clima
brasileiro tém alcancado producao satisfatéria e qualidade significativa, contribuindo para a
reducdo de custos com importacdo e preservagdo dos Oleos aromaticos, além de fortalecer a
industria cervejeira nacional (Brasil, 2022).

Historicamente, o lupulo foi introduzido no Brasil no século XIX, com registros de
plantios no Rio Grande do Sul (c. 1860) e em Petropolis-RJ (c. 1868), por iniciativas de
produtores que trouxeram mudas da Europa, principalmente Alemanha, Inglaterra e Bélgica.

Apesar das dificuldades iniciais com clima e manejo, o cultivo evoluiu, e atualmente
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representa uma oportunidade de desenvolvimento rural sustentavel, geracdo de renda e

emprego, além da criacao de produtos com identidade nacional (Brasil, 2022).

3.2.1 Exigéncias agrondmicas do lupulo (Humulus lupulus L.)
3.2.1.1 Condigoes edafoclimaticas

O cultivo do lapulo exige condigdes ambientais especificas para garantir a qualidade e
o rendimento da produgdo. As principais regides produtoras do mundo, como Alemanha e
Estados Unidos, concentram-se em latitudes elevadas, com clima temperado, onde
predominam temperaturas mais baixas e alta incidéncia de luz solar, fatores considerados
ideais para o desenvolvimento da planta. Durante o crescimento vegetativo, o lupulo demanda
alta luminosidade, com necessidade de 15 a 18 horas de luz solar por dia, além de
temperaturas moderadamente frias, especialmente durante o florescimento. Essas condi¢des
favorecem o acumulo de compostos bioativos ¢ o desenvolvimento adequado dos cones

feminino (Neve, 1991).
3.2.1.2 Exigéncias de solo

O lupulo apresenta sistema radicular profundo, que pode ultrapassar 2 metros,
tornando essencial a escolha de solos bem drenados, preferencialmente argilosos ou arenosos
profundos. Solos compactados ou encharcados prejudicam o crescimento € aumentam a
incidéncia de doengas. O pH ideal varia entre 6,0 e 7,0, exigindo, em solos acidos, a pratica da
calagem (Mapa, 2022). Além disso, recomenda-se um teor de matéria organica acima de 3%,
0 que contribui para a retengao de agua e a estruturagdo do solo.

Do ponto de vista nutricional, a cultura demanda altos niveis de nitrogénio na fase
inicial de crescimento e potassio no florescimento, favorecendo a formacao dos cones. A
irrigacdo ¢ frequentemente necessdria, sobretudo durante o verdo brasileiro, para evitar

déficits hidricos (Mapa, 2022; Neve, 1991).

3.2.2 Composi¢ao quimica do lapulo

A composi¢ao quimica do lupulo (Humulus lupulus 1L.) varia conforme a variedade
cultivada, local de plantio, técnicas agricolas, grau de maturacdao no momento da colheita e

condi¢des pos-colheita (secagem, peletizagdo e armazenamento) (Almaguer et al., 2014). Em
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média, o cone de lipulo seco apresenta os seguintes constituintes apresentados na tabela 2.

Tabela 2-Principais constituintes encontrados em flores secas de lapulo.

Constituinte: Quantidade (%)
Resinas totais 15-30
Oleos essenciais 0,5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifenois 4
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1

Ceras e esteroides tracos-25
Cinzas 8

Agua 10
Celulose/lignina 43

Fonte: Durello (2019).

As resinas concentram os acidos amargos, uma mistura de o-acidos (humulona,
cohumulona, adhumulona) e B-acidos (lupulona, colupulona, adlupulona). Durante a fervura
do mosto, os a-acidos sdo convertidos em iso-o-acidos, responsaveis pelo amargor
caracteristico da cerveja. Lipulos com mais de 10% de a-acidos sdo considerados de amargor,
enquanto os de aroma apresentam menores teores e maiores concentracdes de Oleos
essenciais. A isomerizagao dos a-acidos ¢ influenciada por fatores como pH, densidade do
mosto, vigor e tempo de fervura (Neve, 1991; Durello et al., 2019).

Os B-acidos possuem agdo antimicrobiana, atuando sobre o gradiente de protons das
membranas celulares de microrganismos, dificultando a absor¢do de nutrientes e levando a

morte celular, o que contribui para a estabilidade microbioldgica das bebidas (Almaguer et al.,
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2014). Além disso, o lupulo contém compostos fendlicos, como flavonoides (xanthohumol,
1soxanthohumol), acidos fenolicos e taninos, com propriedades antioxidantes de interesse
funcional e tecnologico (Durello et al., 2019).

Os 0leos essenciais, por sua vez, sdo compostos volateis que conferem caracteristicas
aromaticas, sendo os principais: mirceno (até 70% do total), humuleno, cariofileno, além de
linalol e geraniol. Esses componentes sdo responsaveis pelos aromas citricos, florais, herbais
e frutados caracteristicos, amplamente valorizados em lupulos de aroma (Mapa, 2022). A
caracterizagdo fisico-quimica do lupulo por técnicas como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa ¢ essencial para definir aplicacdo, ponto de colheita

e valor de mercado (Durello et al., 2019).

3.2.3 Potencial de Aplica¢do do Lupulo em Kombucha

A incorporagdo do lapulo na formulagdo de kombucha tem se mostrado uma estratégia
para atributos funcionais e sensoriais da bebida. O estudo de Ditrych et al. (2025), destacado
no Quadro 1, avaliou a adi¢do do lupulo da variedade Cascade em diferentes momentos do
processo (pré e pos-fermentacdo), demonstrando que, independentemente do estdgio de
insercao, houve um aumento significativo na atividade antioxidante da bebida. No entanto, a
adi¢do durante a pré-fermentacdo promoveu maior estabilidade oxidativa, sendo mais eficaz
na protecdo contra a formagao de radicais livres ao longo do tempo de armazenamento.

Do ponto de vista sensorial, os resultados indicaram que a adigdo do lupulo na
pos-fermentacdo proporcionou um perfil mais agradavel aos consumidores, com realce de
notas florais e citricas e um leve aumento no amargor. Essa combinacdo de beneficios
sensoriais e funcionais sugere um elevado potencial de mercado para kombuchas com lapulo.

Diante disso, a utilizagdo do lupulo em kombucha pode representar ndo apenas uma
inovacdo tecnologica, mas também uma alternativa de substituicdo parcial ao consumo de
cervejas, por apresentar menor teor alcoodlico aliado a um elevado potencial funcional.
Sensorialmente, a diversidade de o6leos essenciais confere ao produto perfis aromaticos
diferenciados, aproximando a kombucha da cultura dessa bebida, e ampliando seu potencial
de mercado para consumidores em busca de experiéncias inovadoras (Mapa, 2022; Ditych et
al., 2025). Entretanto, desafios tecnologicos ainda persistem, como a perda de compostos

volateis durante o processamento € a padronizacao do processo de maceragdo, principalmente
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em relacdo a temperatura e tempo empregados, indicando a necessidade de mais estudos

aplicados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos materiais

As amostras de cones de lupulo da variedade Comet foram coletadas em margo de
2025, em um lupulal experimental da Estacdo Experimental da EPAGRI de Sao Joaquim, em
Santa Catarina, Brasil (-28°16'28.2"S 49°55'51.8"W). Em seguida, foram secas em estufa de
circulagdo forgada a 50°C por cerca de 3 dias, até¢ umidade aproximada de 9%.

A cultura simbiodtica de bactérias e leveduras (SCOBY) de cha verde, e o cha verde (C.
sinensis) foram adquiridos da empresa Companhia dos Fermentados (Barueri, SP, Brasil). E
para elaborag¢do também foi utilizado actcar refinado (Alto alegre, Caxias do Sul, RS, Brasil)

e agua mineral (Imperatriz, Santo Amaro da Imperatriz, SC, Brasil).

4.2 Elaboragdo da kombucha original

Todas as amostras deste estudo partiram de uma kombucha base, que foi preparada a
partir de uma infusdo, utilizando 1% de cha verde, por 10 minutos a 90°C, conforme
demonstrado por Nishiyama et al. (2010). Em seguida o cha foi filtrado e adicionado de 5%
de agucar. Ao atingir a temperatura ambiente (25°C), a infusdo foi colocada em um
fermentador de vidro, e entdo adicionado, o SCOBY e 10% de indculo, que ¢ parte de uma
kombucha previamente fermentada, utilizada para acelerar o inicio da fermentacdo por ja
conter elevada atividade microbiana, acidos organicos e leveduras viaveis, € o frasco foi
coberto com gaze, para permitir trocas gasosas com o ambiente. A kombucha foi fermentada
em incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 25 + 5°C até atingir o pH 3,5.

Antes da fermentacdo, foram avaliados os parametros fisico-quimicos iniciais: pH da

infusdo (6,14), pH do in6culo (3,29) e pH da kombucha antes da fermentacao (4,35).

4.3 Elaboragao das kombuchas com ltpulo

Ap6s o periodo de fermentagdo, foi retirado o SCOBY e a bebida foi subdividida em 6
porcdes de 250 mL cada para a realizagdo da maceragdo a frio ( Dry-hopping) com o lupulo.
O lupulo (Humulus lupulus L.) foi adicionado de duas formas distintas: lapulo inteiro e lapulo
picado (cones de lupulo cortados em pedacos de aproximadamente 10 mm, visando aumentar

a area de contato da planta com a bebida), e adicionados em concentragdo de 2 g/L. (m/v).
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Cada uma dessas formas de preparo foi mantida em tempos distintos de maceracao (2 ¢ 4
dias) a 4°C, como descrito na Tabela 3. Também foram obtidas amostras controle (sem adi¢ado
de lupulo, mas com 2 e 4 dias sob refrigeragdo). A saborizac¢ao foi conduzida em frascos de
vidro, fechados, em ambiente refrigerado (4°C). Posteriormente as amostras saborizadas

foram filtradas com gaze estéril a fim de retirar a parte sélida do lapulo.

Tabela 3- Diferentes tratamentos aplicados as kombuchas saborizadas com lupulo.

Amostra Tratamento Tempo de maceragao
K02 Controle (sem lupulo) 2 dias
K04 Controle (sem lupulo) 4 dias
KI2 Lupulo inteiro (2g/L) 2 dias
K14 Lupulo inteiro (2g/L) 4 dias
KP2 Lupulo picado (2g/L) 2 dias
KP4 Lupulo picado (2g/L) 4 dias

KO02= kombucha original mantida por 2 dias em refrigeracdo (controle 2 dias) ; K04= kombucha original
mantida por 4 dias em refrigerag@o (controle 4 dias); KI2= kombucha com lapulo inteiro macerada por 2 dias em
refrigeracdo; KI4= kombucha com lapulo inteiro macerada por 4 dias em refrigeracdo; KP2= kombucha com
lupulo picado macerada por 2 dias em refrigeracdo; KP4=kombucha com lipulo picado macerada por 4 dias em
refrigeracao.

4.4. Analises fisico-quimicas
4.4.1 pH

O pH das amostras foi determinado em potenciometro digital calibrado com solugdes
tampao pH 4,0 e 7,0, em temperatura ambiente (25 = 2 °C), conforme metodologia do

Instituto Adolfo Lutz (2008).
4.4.2 Solidos soluveis totais (°Brix)

O teor de sodlidos soluveis totais foi determinado em refratdometro digital, utilizando
cerca de 1 mL de amostra previamente homogeneizada. Os resultados foram expressos em

graus Brix (°Brix), segundo metodologia da AOAC (2016).

4.4.3 Acidez titulavel total
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A acidez titulavel total foi determinada em duplicata, conforme método oficial AOAC
942.15 (AOAC, 1995) pela titulacio de 10 mL de amostra diluida em 100 mL de 4gua
destilada, com adi¢ao de uma gota de solucdo de fenolftaleina como indicador. A titulagdo foi
realizada com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH 0,1 mol/L), previamente padronizada
(fator de corre¢do = 0,8619), até a viragem do indicador.

Os resultados foram expressos em g de acido acético por 100 mL de amostra,
considerando que este ¢ o acido predominante na kombucha. O calculo da acidez foi realizado
segundo a equacao:

Acidez em mL de solu¢ao molar v/v (%) = (V x fx M x 10)/P (1)
onde:

V =mL de solugdo de hidréxido de sodio 0,1 M gasto na titulagao
F = fator de corre¢do da solugdo de hidroxido de sodio 0,1 M

P = volume da amostra em mL

M = molaridade do hidroxido de sédio
4.4.4 Teor alcodlico

O teor alcodlico foi determinado em duplicata por meio de ebuliometro, utilizando
amostras previamente diluidas em 4gua destilada. Os resultados foram expressos em

percentual de etanol (% v/v).
4.5. Parametros de cor

Os parametros de cor L*, a* b* C*, e angulo hue (he) foram determinados
utilizando-se um colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Osaka, Japao) devidamente
calibrado, ajustado para operar com uma fonte de iluminacdo D65 e 10° de angulo de

observagao, as amostras foram colocadas em cubetas de vidro e analisadas em triplicatas.

4.6. Analises espectrofotométricas
4.6.1 Teor de compostos fenolicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme
Singleton e Rossi (1965). Em tubos de ensaio foram adicionados 7,9 mL de agua destilada,

0,1 mL de amostra e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apos agitagdo, acrescentaram-se
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1,5 mL de solugdo de carbonato de sodio (20 g/100 mL). As amostras permaneceram em
repouso, protegidas da luz, por 2 horas em temperatura ambiente. As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro a 760 nm, e os resultados expressos em mg equivalentes de acido

galico por litro de amostra (mg EAG/L).
4.6.2 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico com cloreto de
aluminio, conforme descrito por Soares et al. (2017). Aliquotas de 500 pL das amostras foram
transferidas para tubos de ensaio, adicionando-se 1.800 pL de solugdo etanol/agua (50%) e
200 pL de solugdo de cloreto de aluminio (5%). Apds agita¢ao, as amostras foram incubadas
por 30 minutos em temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
a 425 nm, utilizando curva de calibragdao construida com solu¢des padrao de quercetina (0,02
a 1,0 mg/mL). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de quercetina por grama de

amostra (mg EQ/g).
4.6.3 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante in vitro das amostras foi avaliada por diferentes métodos
espectrofotométricos: o método de eliminagdo do radical livre estavel DPPHe
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Brand-Williams; Cuvelier; Berset, 1995), o método baseado na
reducdo do cation radical ABTS<+ (&cido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (Re
et al., 1999) e o método de capacidade antioxidante de reducdo de ions cupricos (CUPRAC)
(Apak et al., 2004). Os resultados foram expressos em equivalentes de Trolox (uM Trolox/L).

4.6.4. Amargor

O amargor das amostras de kombucha foi determinado por espectrofotometria, com os
resultados expressos em Unidades Internacionais de Amargor (IBU). Para a analise, as
amostras foram previamente diluidas em agua destilada, conforme padroniza¢do do método, e
em seguida as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 275 nm,
comprimento de onda caracteristico para os iso-a-acidos do lipulo. Os valores obtidos foram
multiplicados por 50, de acordo com a equacdo estabelecida para conversio em IBU

(European Brewery Convention, 2005).

4.7 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo. A andlise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para identificar diferengas significativas (p <0,05) entre amostras, com
as diferencas avaliadas usando teste de Tukey (entre diferentes tratamentos) e teste t (entre
amostras com o mesmo tratamento em diferentes tempos). A andlise estatistica dos dados foi

realizada no software Origin.
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Os valores médios dos parametros fisico-quimicos das kombuchas estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4- Valores médios (+ desvio padrao) dos parametros fisico-quimicos nos diferentes

tratamentos ¢ tempos de maceragao das amostras de Kombucha.

Amostras pH SST (°Brix) Teor alcodlico (%ov/v) Acidez (%)

KO2 3,47+0,07*® 4,70 £0,0 4 1,20 +£0,0 ** 0,234 +0,0035 ®
K12 3,60 £ 0,005 4,70 +0,0 * 1,20 £0,0 0,232 + 0,0000
KP2 3,61 £0,005*  4,67+0,06* 1,20 £ 0,0 * 0,248 + 0,0000 **
K04 3,47+0,01*8 4,50 £ 0,20 4 1,20 +£0,0 * 0,227 + 0,0000 *®
K14 3,61 £0,005* 4,70+ 0,00 ** 1,20 £0,0% 0,2345 £ 0,0035 *AB
KP4 3,61 £0,005**  4,63+0,05* 1,30 £ 0,14 ** 0,2455 +0,0035 *4

AB etras maitsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas de diferentes tratamentos dentro do
mesmo tempo de maceracao (p < 0,05); *letras miniisculas na mesma coluna indicam diferenga significativa no
mesmo tratamento entre os tempos de maceracao de 2 e 4 dias (p < 0,05). SST= solidos soluveis totais. K02=
kombucha original mantida por 2 dias em refrigerac@o (controle 2 dias) ; KO4= kombucha original mantida por 4
dias em refrigeracdo (controle 4 dias); KI2= kombucha com lupulo inteiro macerada por 2 dias em refrigeragao;
KI4= kombucha com lupulo inteiro macerada por 4 dias em refrigeracdo; KP2=kombucha com lupulo picado
macerada por 2 dias em refrigera¢do; KP4= kombucha com lupulo picado macerada por 4 dias em refrigeragao.

O pH variou entre 3,47 e 3,61, sendo observado aumento (p < 0,05) ap6s a adicdo do
lupulo, tanto inteiro quanto picado. Esse comportamento pode estar relacionado a presenca de
compostos do lupulo com efeito tampao no meio fermentado. Estudos realizados com
cervejas submetidas a dry hopping demonstram comportamento semelhante, com elevagao
consistente do pH apos a adigdo de lupulo, atribuida a liberagdo de compostos fendlicos e
resinosos que modulam a disponibilidade de ions hidrogénio (Schmick, 2014). Além disso, os
acidos e polifendis do lupulo podem contribuir para a neutralizagdo parcial dos acidos
organicos formados durante a fermentacao (Bamforth, 2016). Dessa forma, o lipulo tenderia a
exercer um efeito tampao sobre o sistema, resultando em menor acidez livre e consequente

elevagdo do pH final. Ainda assim, todos os valores mantiveram-se dentro da faixa
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normalmente observada em kombuchas artesanais, entre 2,5 ¢ 4,2 (Jayabalan et al., 2014),
intervalo também estabelecido pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2019).

Os solidos soluveis totais (SST) variaram de 4,50 a 4,70 °Brix entre as amostras, sem
diferengas significativas (p > 0,05), indicando que o consumo de aclcares foi semelhante
entre os tratamentos e que a maceracdo, de 2 e 4 dias, ndo promoveu aumento de aguicares no
meio.

O teor alcoodlico variou entre 1,2 e 1,3% (v/v), sem diferencas significativas entre os
tratamentos, porém com valores superiores a 0,5% (v/v), limite estabelecido pela Instrugao
Normativa n°® 41, de 17 de setembro de 2019, do MAPA, para a classificacdo de kombuchas
ndo alcoodlicas. Segundo essa normativa, produtos com teor alcodlico acima desse valor
devem ser rotulados como “kombucha alcodlica” ou “kombucha com alcool”, sendo
obrigatoria a declaracdo do teor alcodlico no rétulo principal. Dessa forma, as amostras
produzidas neste estudo enquadram-se como kombuchas alcoolicas. Tal resultado pode ser
atribuido a temperatura de fermentacdo empregada, condicdo que favorece uma maior
atividade metabdlica das leveduras presentes no SCOBY e, consequentemente, a produgao de
etanol, devido a intensificagdo do metabolismo microbiano, conforme descrito por Souza et
al. (2018). Ainda assim, os valores observados sdo muito inferiores aos de bebidas como
cervejas comerciais, que geralmente apresentam teor alcodlico entre 4 ¢ 5% (v/v).

A acidez titulavel variou de 0,227% a 0,248%, apresentando valores ligeiramente
maiores (p < 0,05), nas amostras picadas (KP). Esse comportamento pode ser explicado pela
liberagdo mais eficiente, durante a maceragdo, de compostos fenolicos e resinosos do lupulo,
como os acidos fendlicos e iso-a-acidos, cuja extracdo ¢ intensificada pela maior area de
contato. Esses compostos, além de contribuirem para o sabor amargo, possuem carater acido
(Karabin et al., 2014). A presenca de compostos fenolicos e de oxigénio dissolvido favorece,
ainda, a oxidagdo parcial do etanol em 4cido acético pelas bactérias acéticas (Bouchez et al.,

2022), o que resulta em elevacdo da acidez final das amostras maceradas.

5.2 Analise de cor

A Tabela 5 apresenta os parametros de cor das amostras de kombucha de acordo com a
escala CIELAB — cuja sigla ¢ designada a partir da Commission Internationale de 1'Eclairage
(Comissao Internacional de Iluminagdo), que nomeou as coordenadas/eixos L* a* b*. A
escala CIELAB ¢ um espago tridimensional de cores composto por trés eixos. O eixo L* ¢

uma escala de luminosidade, com valores que vao de 0 (preto) a 100 (branco); o a* € o eixo
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vermelho/verde; valores positivos e negativos de a* indicam, respectivamente, tons mais
proximos de vermelho ou de verde; e, por fim, o b* € o eixo amarelo/azul; valores positivos e
negativos de b* descrevem, respectivamente, os tons mais amarelos ou mais azuis (Ly et al.,

2020).

Tabela 5- Valores médios (+ desvio padrao) dos parametros de cor (CIELAB) das kombuchas

nos diferentes tratamentos e tempos de maceragao.

Amostra  L* a* b* Cc* h

K02 49,83 £0,39 *A -0,53 £ 0,05 ** 16,91 £ 0,08 16,92 +0,08*® 91,79 £ 0,16 *P
K04 51,47 £ 0,69 ** -0,47 + 0,08 ** 17,25+£0,23 8¢ 1726023 91,57+0,27®
KI2 50,70 £ 0,33 -0,61 £ 0,04 ** 17,51 £0,13°*8 17,49 £0,09*B 92,00+ 0,11 *AB
KI4 51,51 +£0,69% -0,66 + 0,058 17,12 £ 0,06 *¢ 17,14 +£0,05°° 9221 +0,17*
KP2 50,04 + 0,40 *4 -0,56 + 0,06 °* 17,75 £ 0,04 ** 17,76 £0,04 4 91,82 +£0,17"*#
KP4 50,15+0,35% -0,63+£0,07°48 17,76 £ 0,12 * 17,770,124 92,03 £0,22 **

AB Letras mailisculas na mesma coluna indicam diferengas significativas de diferentes tratamentos dentro do
mesmo tempo de maceragdo (p < 0,05); * letras minusculas na mesma coluna indicam diferenga significativa no
mesmo tratamento entre os tempos de maceragdo de 2 e 4 dias (p < 0,05). K02= kombucha original mantida por
2 dias em refrigeracdo (controle 2 dias) ; KO4= kombucha original mantida por 4 dias em refrigeragdo (controle
4 dias); KI2= kombucha com Iupulo inteiro macerada por 2 dias em refrigeracdo; KI4= kombucha com lipulo
inteiro macerada por 4 dias em refrigeragdo; KP2= kombucha com lupulo picado macerada por 2 dias em
refrigeracdo; KP4= kombucha com lipulo picado macerada por 4 dias em refrigerag@o.

De modo geral, os valores de L* permaneceram intermedidrios (proximos de 50),
indicando luminosidade média e coloragdo equilibrada, sem escurecimento significativo ao
longo da maceracdo. Todas as amostras apresentaram tendéncia a tons verde-amarelados, o
que ja era esperado em fungdo da coloragdo natural do cha verde e do lupulo utilizados na
formulagdo. As amostras picadas (KP) apresentaram valores ligeiramente maiores (p < 0,05)
de b*, indicando uma coloracdo amarela mais intensa, possivelmente associada a liberagao da
lupulina que, como confirma Sposito et al. (2019), apresenta-se como um p6 amarelado e
resinoso. O pardmetro a* apresentou valores negativos (-0,47 a -0,66), confirmando a
predominancia de tonalidade esverdeada, enquanto o angulo hue (h), entre 91° e 92°,
manteve-se estavel, sugerindo uniformidade de cor entre os tratamentos. Esses resultados
indicam que o processo de adi¢do e maceragdo do lapulo influenciou discretamente a

coloracao, intensificando o tom amarelado.
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Os valores médios do teor de compostos bioativos e antioxidantes das kombucha estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Teor de compostos bioativos e antioxidantes nas kombuchas, aos 2 e 4 dias de

maceragdo com lupulo (média + desvio padrao).

Amostras  fendlicos flavonoides (mg cuprac (um DPPH (% ABTS (um
(mg/1) eq./ml) trolox/ml) inibi¢ao) trolox/ml)

K02 2450,24 £23,13 0,494 + 0,005 42901,66 + 602,77 ** 94,10 + 4,97 *A 76,676 0,771 *®
aA

K12 2394,81 £66,97 0,564 +0,014 43268,33 = 1032,4 90,02 + 1,37 * 79,349 + 0,303 *A
aA

KP2 2372,59+£118,8 0,577 +0,000** 43135,00 + 522,01 86,90 £ 2,95 * 80,272 + 0,606 **
aA

K04 2276,29 +£57,01 0,494 + 0,005 *® 44235 + 435,88 * 90,59 + 0,54 80,272 + 2,704
bB

K14 2398,51 +£111,3 0,577 +0,016 * 43301,66 = 1505,26** 90,31 +1,03* 80,806 + 1,638
aAB

KP4 0,589 + 0,005 * 42518,33 £ 175,59 87,64 £0,39 81,089 £ 0,303 **

2472,59 £ 27,95
aA

AB Letras maitisculas na mesma coluna indicam diferengas significativas de diferentes tratamentos dentro do
mesmo tempo de maceragio (p < 0,05); * letras minusculas na mesma coluna indicam diferenga significativa no
mesmo tratamento entre os tempos de maceracdo de 2 e 4 dias (p < 0,05). KO2= kombucha original mantida por
2 dias em refrigeracdo (controle 2 dias) ; KO4= kombucha original mantida por 4 dias em refrigeragdo (controle
4 dias); KI2= kombucha com lupulo inteiro macerada por 2 dias em refrigeragdo; KI4= kombucha com lupulo
inteiro macerada por 4 dias em refrigeragdo; KP2= kombucha com lupulo picado macerada por 2 dias em
refrigeracdo; KP4= kombucha com lipulo picado macerada por 4 dias em refrigerag@o.

De modo geral, o teor de compostos fendlicos ndo teve diferengas estatisticamente
significativas entre os diferentes tempos de maceracao (p > 0,05). No entanto, observou-se
que as amostras com lupulo picado e maceradas por 4 dias (KP4) apresentaram valores
maiores em comparagdo as amostras K04 e KI4, no mesmo dia de maceracdo, o que indica
que a forma de adi¢ao do lupulo alterou o contetido total desses compostos.

Além disso, observou-se tendéncia de aumento (p < 0,05) no teor de flavonoides nas
amostras contendo lapulo, tanto nas preparadas com lupulo inteiro (KI), quanto aquelas
preparadas com o lupulo picado (KP), que apresentaram os maiores valores médios. Esse
comportamento pode estar relacionado a ruptura mecanica das glandulas de lupulina,

aumentando a superficie de contato com o meio fermentativo e favorecendo a extracao dos
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compostos flavonoides. Resultados semelhantes foram relatados por Ditrych et al. (2025), ao
utilizarem lupulo picado na elaboracido de kombucha.

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelos métodos CUPRAC, DPPH e ABTS nao
apresentou diferengas significativas entre os tratamentos (p > 0,05), indicando que a adi¢do de
lupulo, tanto inteiro quanto macerado, ndo alterou de forma significativa o potencial
antioxidante global da bebida. Apesar disso, nota-se tendéncia numérica de aumento nos
valores médios de ABTS e CUPRAC nas amostras com lupulo, sugerindo possivel
contribuicdo dos compostos bioativos do vegetal, como flavonoides prenilados, xantohumol e
a-acidos, reconhecidos por seu potencial redutor (Kontek et al., 2021)

Resultados semelhantes foram descritos por Ditrych et al. (2025), que observaram
incrementos discretos, porém nao significativos, na atividade antioxidante de kombuchas
contendo lupulo moido. Segundo os autores, o efeito antioxidante do lupulo pode ser limitado
pela baixa solubilidade de alguns compostos amargos e pela degradagdo parcial de polifenois
durante a maceracao a frio, usando o processo de Dry-hopping.

Ainda assim, a manuten¢ao de altos valores de DPPH e ABTS em todas as amostras
confirma que tanto o chéa-base quanto a fermentacdo microbiana contribuem para a producao
de uma bebida com elevada capacidade antioxidante intrinseca. A amostra KP4 apresentou a
maior capacidade antioxidante entre os tratamentos, atingindo valor de 81,089 umol
Trolox/mL, resultado expressivamente superior ao relatado em diversos estudos prévios sobre
kombucha tradicional. Chen e Liu (2000) relataram variagao entre 13 e 30 umol Trolox/mL,
dependendo do tipo de cha utilizado. De forma semelhante, Ditrych et al. (2021) relataram
faixas entre 18 e 40 umol Trolox/mL em bebidas fermentadas a partir de cha verde e infusdes
de ervas. Com isso, pode-se afirmar que as kombuchas saborizadas com lupulo apresentaram
atividade antioxidante notavelmente superior, possivelmente em decorréncia da alta
concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides provenientes do lapulo (Karabin et al.,
2016).

O grafico da Figura 4 apresenta os valores médios de amargor das amostras de

kombucha.
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Figura 4 - Gréfico de valores de amargor (média = desvio padrao) das kombuchas com lupulo

e controle, aos 2 e 4 dias de maceracao.
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Letras maitsculas indicam diferengas significativas diferentes tratamentos dentro do mesmo tempo (p < 0,05);
letras mintisculas indicam diferenca significativa no mesmo tratamento entre os tempos de fermentacao de 2 ¢ 4
dias (p < 0,05). K02= kombucha original mantida por 2 dias em refrigerag@o (controle 2 dias) ; K04= kombucha
original mantida por 4 dias em refrigeragdo (controle 4 dias); KI2= kombucha com lipulo inteiro macerada por 2
dias em refrigeragdo; KI4= kombucha com lapulo inteiro macerada por 4 dias em refrigeragdo; KP2= kombucha
com lapulo picado macerada por 2 dias em refrigeragdo; KP4= kombucha com lipulo picado macerada por 4
dias em refrigerag@o.

O amargor das kombuchas variou de 1,8 a 14,5 IBU, com diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos (Figura 4). As amostras controle (K02 e K04) apresentaram os
menores valores, mantendo amargor residual semelhante entre 2 e 4 dias de fermentacao. A
adi¢do de lupulo promoveu aumento expressivo no amargor, especialmente nas amostras
picadas (KP). O lupulo inteiro (KI) também elevou o amargor, porém em menor intensidade,
indicando extracdo menos eficiente dos compostos amargos. Esse comportamento esta
relacionado a maior liberagdo de a-acidos durante a maceracdo, em virtude da ruptura
mecanica das glandulas de lupulina e do aumento da 4rea de contato com o meio fermentado.

O aumento do tempo de maceracdo também contribuiu para o aumento do amargor,

possivelmente em funcdo da solubilizacio de compostos fendlicos do lupulo e da
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transformagdo parcial dos a-acidos em iso-a-acidos em meio acido (SCHMICK, 2014). Tal
comportamento reforca que tanto o meétodo de preparo do lupulo quanto o tempo de

maceracao influenciam diretamente a liberagdo e a estabilidade dos compostos amargos.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a adigdo de lupulo, especialmente na forma picada,
influencia positivamente as caracteristicas fisico-quimicas da kombucha. Observou-se
aumento significativo no pH e na acidez titulavel total. As analises de cor evidenciaram
coloragdo predominantemente verde-amarelada, com intensificacdo do tom amarelado nas
amostras picadas, atribuida a liberagdo da lupulina, pigmento natural do lupulo. O teor
alcoolico manteve-se entre 1,2 ¢ 1,3 % v/v, classificando as amostras como kombuchas
alcoolicas, embora com valores inferiores aos de bebidas fermentadas tradicionais, como a
cerveja e o vinho.

O teor de compostos fenodlicos totais ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos, porém as kombuchas com lupulo picado apresentaram
valores superiores, indicando extragdo mais eficiente de compostos bioativos pela maior area
de contato. O teor de flavonoides foi maior nas amostras com lipulo, confirmando a
contribuicdo do vegetal para o enriquecimento funcional da bebida. A capacidade
antioxidante avaliada pelos métodos CUPRAC, DPPH e ABTS ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, porém os valores foram superiores aos relatados em
estudos com kombuchas tradicionais, evidenciando o potencial do lupulo como fonte
complementar de antioxidantes. O amargor aumentou de forma expressiva nas amostras com
lupulo, principalmente naquelas com a amostra picada e submetidas a maior duragdo de
maceragdo, comportamento atribuido a liberacao de a-acidos.

Dessa forma, conclui-se que a adicdo de lupulo, particularmente na forma picada e
com maior tempo de maceracao, contribui para o aprimoramento funcional da kombucha. Os
resultados obtidos refor¢gam o potencial tecnologico e comercial dessa bebida no mercado de
produtos fermentados, abrindo perspectivas para novas pesquisas sobre estabilidade,

aceitabilidade sensorial e padronizagao do processo de saborizacao com lupulo.
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