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Resumo da Obra

A kombucha é uma bebida funcional produzida pela fermentacdo do cha verde ou preto, adicionados
de carboidratos e uma cultura simbidtica de microrganismos. Reconhecida no mercado de alimentos
saudaveis por sua composi¢do, ganha destaque pelos beneficios potenciais a salde. Este estudo teve
como objetivo otimizar o processo de producdo da kombucha, considerando dados da literatura, sua
composicdo fendlica e atividade antioxidante. Utilizando um Delineamento Composto Central
Rotacional, foram investigadas 11 condicGes de fermentacdo, variando o tempo (3 a 15 dias) e a
quantidade de carboidrato (50 a 110 gramas). Os resultados do processo de otimizagdo demonstraram
impacto significativo nas variaveis indiretas acidez volatil (34,63 a 107,39), solidos soliveis totais
(5,0 a 10,2), ratio (0,11 a 0,37) e teor alcoolico (0,0 a 1,8), identificando trés condicdes promissoras
para investigacdo adicional. A composicdo centesimal das trés kombuchas analisadas revelou teores
adequados de umidade (87,86 a 90,17%) e quantidades minimas de cinzas (0,04 a 0,05%), proteinas
(0,01 a 0,05%) e lipidios (0,03 a 0,06%), com baixa concentracdo de carboidratos (9,67 a 12,05%) e
baixo valor energético total (39,39 a 48,46 kcal/l00 mL). Foram identificados quatro compostos
fendlicos nas bebidas, incluindo &cido clorogénico, cafeina, rutina e acido cinamico, associados a
beneficios como atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria. O estudo sobre o estresse
oxidativo e nivel de atividade antioxidante das bebidas indicou auséncia de toxicidade e atividade
pré-oxidante e antioxidante nas kombuchas. Estas descobertas contribuem significativamente para a
comunidade cientifica ao expandir o conhecimento sobre a kombucha, assim como para a indUstria
alimenticia, fornecendo informacfes praticas para uma producdo otimizada, com potencial de
mercado para a garantia de uma fabricacdo uniforme e segura.
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RESUMO

A kombucha é uma bebida funcional produzida pela fermentacdo do cha verde ou preto,
adicionados de carboidratos e uma cultura simbidtica de microrganismos. Reconhecida no
mercado de alimentos saudaveis por sua composicdo rica em compostos bioativos, acidos
organicos, vitaminas e micronutrientes, a kombucha ganha destaque pelos beneficios
potenciais a saude, como a melhoria da microbiota intestinal, fortalecimento do sistema
imunologico e propriedades antioxidantes. No entanto, as variagbes nos processos de
producdo da bebida exigem pesquisas para padronizar suas caracteristicas e assegurar a
consisténcia na qualidade e nos efeitos fisiologicos oferecidos aos consumidores. Este estudo
teve como objetivo otimizar o processo de producdo da kombucha, considerando dados da
literatura, sua composicdo fendlica e atividade antioxidante. Utilizando um Delineamento
Composto Central Rotacional, foram investigadas 11 condicdes de fermentacdo, variando o
tempo (3 a 15 dias) e a quantidade de carboidrato (50 a 110 gramas). Os resultados do
processo de otimizagdo demonstraram impacto significativo nas varidveis indiretas acidez
volatil (34,63 a 107,39), solidos soluveis totais (5,0 a 10,2), ratio (0,11 a 0,37) e teor alcodlico
(0,0 a 1,8), identificando trés condicGes promissoras para investigacdo adicional. A
composicdo centesimal das trés kombuchas analisadas revelou teores adequados de umidade
(87,86 a 90,17%) e quantidades minimas de cinzas (0,04 a 0,05%), proteinas (0,01 a 0,05%) e
lipidios (0,03 a 0,06%), com baixa concentracdo de carboidratos (9,67 a 12,05%) e baixo
valor energético total (39,39 a 48,46 kcal/l00 mL). Foram identificados quatro compostos
fendlicos nas bebidas, incluindo 4acido clorogénico, cafeina, rutina e 4acido cinamico,
associados a beneficios como atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria. O
estudo sobre o estresse oxidativo e nivel de atividade antioxidante das bebidas indicou
auséncia de toxicidade e atividade pro-oxidante e antioxidante nas kombuchas. Estas
descobertas contribuem significativamente para a comunidade cientifica ao expandir o
conhecimento sobre a kombucha, assim como para a indUstria alimenticia, fornecendo
informacdes praticas para uma producdo otimizada, com potencial de mercado para a garantia
de uma fabricagdo uniforme e segura.

Palavras-chave: Bebida Funcional. Producdo. Compostos Bioativos. Beneficios. Atividade
Antioxidante.
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ABSTRACT

Kombucha is a functional beverage produced by fermenting green or black tea, with added
carbohydrates and a symbiotic culture of microorganisms. Recognized in the health food
market for its composition rich in bioactive compounds, organic acids, vitamins and
micronutrients, kombucha stands out for its potential health benefits, such as improving the
intestinal microbiota, strengthening the immune system and antioxidant properties. However,
variations in the beverage production processes require research to standardize its
characteristics and ensure consistency in the quality and physiological effects offered to
consumers. This study aimed to optimize the kombucha production process, considering data
from the literature, its phenolic composition and antioxidant activity. Using a Central
Composite Rotational Design, 11 fermentation conditions were investigated, varying the time
(3 to 15 days) and the amount of carbohydrate (50 to 110 grams). The results of the
optimization process demonstrated a significant impact on the indirect variables volatile
acidity (34.63 to 107.39), total soluble solids (5.0 to 10.2), ratio (0.11 to 0.37) and alcohol
content (0.0 to 1.8), identifying three promising conditions for further investigation. The
centesimal composition of the three kombuchas analyzed revealed adequate moisture contents
(87.86 to 90.17%) and minimal amounts of ash (0.04 to 0.05%), proteins (0.01 to 0.05%) and
lipids (0.03 to 0.06%), with low carbohydrate concentration (9.67 to 12.05%) and low total
energy value (39.39 to 48.46 kcal/100 mL). Four phenolic compounds were identified in the
beverages, including chlorogenic acid, caffeine, rutin and cinnamic acid, associated with
benefits such as antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activity. The study on
oxidative stress and antioxidant activity levels of the beverages indicated absence of toxicity
and pro-oxidant and antioxidant activity in kombuchas. These findings contribute
significantly to the scientific community by expanding knowledge about kombucha, as well
as to the food industry, providing practical information for optimized production, with market
potential for ensuring uniform and safe manufacturing.

Keywords: Functional Beverage. Production. Bioactive Compounds. Benefits. Antioxidant
Activity.
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1 INTRODUCAO

A busca por alimentos saudaveis e/ou funcionais cresce exponencialmente surgindo
novas oportunidades de negdcios baseando-se em bebidas funcionais e produtos alimentares
com baixo valor calérico que fornecam efeitos fisioldgicos benéficos ao consumidor (Chen;
Liu, 2021; Cardoso et al., 2020).

Nesse seguimento de produtos com propriedades funcionais, destaca-se a kombucha,
uma bebida fermentada de origem oriental, tradicionalmente formada a partir da fermentacéo
do cha verde (Camellia sinensis L.) ou preto com adicdo de carboidrato e uma cultura
simbidtica de microrganismos denominada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeasts). O processo de producdo da bebida €, em sua grande maioria artesanal, trazendo uma
simbiose entre bactérias acéticas, acido lacticas e leveduras osmofilicas inseridas em uma rede
de celulose responsaveis pelo processo de fermentacdo, resultando assim um produto
refrescante, agridoce e levemente carbonatado (Leonarski et al., 2020).

Além dos aspectos sensoriais atrativos, a bebida apresenta uma expressiva composicao
de compostos bioativos, &cidos organicos, etanol, vitaminas hidrossoliveis e uma variedade
de micronutrientes produzidos durante a fermentacdo e que variam de acordo com o tipo de
cha, fonte de carboidrato, microrganismos presentes no SCOBY, tempo e temperatura de
fermentacdo utilizados na sua producdo (Antolak; Piechota; Kucharska, 2021, Cardoso et al.,
2020).

Tendéncias de mercado tém demonstrado aumento no consumo de kombucha em
paises ocidentais devido ao marketing promovido pelos fabricantes, que reforcam os
potenciais beneficios a saude pelo consumo da bebida (Kapp; Sumner, 2019). Ha algumas
evidéncias que descrevem os efeitos da ingestio de kombucha na melhora da microbiota
intestinal, sistema imunoldgico, doencas gastrintestinais, prevencdo de cancer, doencas
cardiovasculares e infeccbes microbianas, alem da bebida possuir propriedades
hipoglicémicas e antilipidémicas, contém expressiva atividade antioxidante e entre outras
funcionalidades que variam conforme o seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen,
2006; Chen; Liu, 2021; Chu; Malbasa et al., 2011; Greenwalt et al., 2000; llicic et al., 2012;
Malbasa et al., 2008; Yang et al., 2009).

Nesse sentido, o0 interesse no consumo de kombucha tem se baseado na busca por um
estilo de vida mais saudavel, com preferéncia por produtos minimamente processados, sem

aditivos quimicos e com alto valor nutricional. Para este propdsito, a kombucha se apresenta
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como uma bebida natural, onde seus componentes nutricionais sdo diversos com aplicacdo na
salde de maneira integral (Villareal-Soto et al., 2018).

As variacbes no processo de producdo da kombucha abrem lacunas e aumentam a
necessidade de pesquisas que padronizem as caracteristicas da bebida durante o seu
processamento, uma vez que, a composicdo e a concentracdo de metabolitos formados durante
a fermentacdo dependem da fonte de indculo, da concentracdo de carboidrato, do tipo de cha,
do tempo de fermentacdo e a temperatura usada. Qualquer mudanca nas condicfes do
processo de fermentagdo pode afetar o produto final. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi
desenvolver e otimizar kombucha de ché verde (Camellia sinensis L.).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver e otimizar kombucha de cha verde (Camellia sinensis L.).

2.2 Especificos

e Mapear dados bibliograficos sobre processamento e efeitos benéficos da kombucha de
cha verde;

e Otimizar o processo de producdo da kombucha de cha verde;

e Analisar os parametros fisico-quimicos e quimicos da kombucha de cha verde;

e Determinar e identificar os compostos fendlicos presentes na kombucha de cha verde;

e Verificar a atividade antioxidante da kombucha de cha verde;

e Awvaliar o nivel de estresse oxidativo da kombucha de cha verde.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Origem e Caracterizacdo da Kombucha

O surgimento histérico da kombucha é marcado no ano de 200 a.C. na China como
uma bebida dos grandes imperadores utilizada para dar vitalidade e tratar doencas
gastrintestinais e, desde entdo, tornou-se um dos mais populares alimentos fermentados
consumidos no oriente. A kombucha € uma bebida fermentada elaborada com base no cha
verde (Camellia Sinensis L.) ou oriundo do chd preto com adicdo de carboidrato de diversas
fontes, sendo o aclcar proveniente da cana-de-aclcar (sacarose) o mais utilizado (Martinez et
al., 2018).

Esta bebida fermentada, resulta de um dos métodos mais antigos de conservagdo de
alimentos, bem como é um processo de preservacdo de energia de baixo custo, essencial para
garantir a vida e a seguranga dos alimentos. Muitas alteracBes bioquimicas ocorrem durante a
fermentacdo e podem afetar a composicao nutricional e consequentemente as propriedades do
produto final, como a bioatividade. Esse bioprocesso é aplicado para a producdo e extragdo de

compostos bioativos de vegetais em indUstrias de alimentos e bebidas (Hur et al., 2014).

Figura 1. Kombucha com adicdo de SCOBY em processo fermentativo.

Fonte: Soares et al. (2023).
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Na kombucha é acrescentado um consércio simbiotico de bactérias acéticas, acido
laticas e leveduras osmofilicas em um biofilme que recebe o nome de SCOBY (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeasts) que serdo responsaveis por consumir o carboidrato do cha
transformando-o em uma bebida naturalmente gaseificada repleta de compostos bioativos,
acidos organicos e uma expressiva composicdo de micronutrientes altamente benéficos a
salde (Leonarski et al., 2020).

A producdo da kombucha é simples e pode ser feita de forma artesanal ou industrial,
levando em consideragcbes os ingredientes base e o processo produtivo. A fermentacdo da
bebida ocorre de forma natural em condi¢cbes aerdbicas, durante um periodo de dias que
podem variar com influéncia positiva sobre a sua composicdo bioldgica (Primiani et al. 2018).

A kombucha ganhou imensa popularidade nos Ultimos tempos devido aos seus
beneficios para a salde partindo do seu consumo. Os efeitos desta bebida sdo aplicados,
principalmente, pela acdo dos &cidos organicos, polifendis e outros metabdlitos secundarios
que sdo produzidos durante a sua fermentagdo, com impacto no organismo, observando a

interacdo dos componentes quimicos (Watawana et al., 2017).

3.2 Composicdo Quimica

O conhecimento da composicdo e propriedades da kombucha é um ponto fundamental
para o entendimento e a aplicacdo dos seus atributos, seja nos aspectos sensoriais voltados
para 0 consumo ou beneficios em que a bebida fornece a salde. No entanto, a composicdo e a
concentracdo de compostos presentes no conteido da kombucha dependem de algumas
varidveis como: SCOBY, concentracdo de carboidrato, tipo de cha, tempo de fermentacdo e a
temperatura usada. Qualquer mudanca nessas condicdes do processo de fermentacdo pode
afetar o produto final e, consequentemente, alterar a formacdo dos compostos provenientes da
fermentacdo (Kumar; Joshi, 2016).

Os principais componentes quimicos identificados em kombuchas produzidas com cha
verde e cha preto entre os anos de 2020 a 2023 oriundos de estudos publicados nas fontes de

dados ScienceDirect e Web of Science podem ser visualizados no Quadro 1.



Quadro 1. Principais componentes identificados em kombuchas entre os anos 2020 a 2023.
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TEMPO DE
AUTOR/ANO ERVA SACAROSE FERMENTACAO TEMPERATURA COMPONENTE
Dartora et al. Cha verde 25¢/L 14 dias 250 Po]rf_enms, taninos condensados e &cido
(2023) aceético.
Wang et al. Cha verde e , o Acido acetico, &cido citrico, acido malico,
(2022) cha preto 100g/L 04 dias 25°C acido tartarico e acido oxalico.
Noronha et al. . , o Acido  galico, acido  acético e
(2022) Ché preto 50g/L 07 dias 25°C epigalocatequina.
Cardoso et al. Cha verde e : 0 o - - i
(2020) cha preto 50g/L 10 dias 25°C Polifendis, flavondides e acido acético.

Fonte: ScienceDirect e Scopus (2023)
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O tipo de erva condiciona a formacdo de metabolitos gerados durante a fermentacdo da
bebida. Esse ponto pode apresentar variacdo durante seu processo produtivo, mostrando-se
como uma varidvel relevante para que o surgimento dos compostos bioativos seja expressivo.
Existem outros estudos que trabalham com matérias-primas alternativas além do cha verde e
cha preto na elaboracdo da kombucha e que, dependendo do vegetal, a concentracdo de
determinados metabdlitos pode aumentar ou diminuir, tendo influéncia significativa sobre a
composicdo quimica da bebida (Khosravi, 2019; Wang et al., 2022).

Alem disso, a concentracdo de carboidrato (sacarose), outra variavel de influéncia
sobre a kombucha, pode diferir de uma fermentagdo para outra, 0 que indica que a via
metabolica nem sempre ocorre da mesma forma. A composicdo quimica, bem como a
concentragdo de cada metabdlito produzido na kombucha, sempre dependera da fonte de
indculo e assim por diante. Como uma das respostas a concentragdo de carboidrato, a bebida
pode expressar teores de alcool diferentes, fazendo necessario sua observacdo para a
classificacdo correta de bebida com ou sem teor alcodlico, conforme legislacdo (Brasil, 2019;
Kumar; Joshi, 2016; Wang et al., 2022).

O tempo e a temperatura de fermentacdo sdo outros aspectos que apresentam impacto
perceptivel no processo fermentativo e no surgimento de compostos. Suas influéncias podem
expressar aumento ou diminuicdo de condicGes diretas, como a acidez e o pH, afetando para
além da composicdo quimica, isto é, podendo refletir nos aspectos sensoriais, de qualidade e
de estabilidade sobre o produto (Dartora et al., 2023).

Dentro dessas variagdes, 0s componentes quimicos expressos na kombucha podem ser
divididos em classes de polifendis, flavondides e de &cidos organicos, o que corrobora 0s
resultados que sdo encontrados na maioria dos estudos que trabalham com a identificacdo
dessas substancias (Martinez et al., 2018; Villareal-Soto et al., 2018).

Os polifendis identificados na kombucha sdo substancias bioativas, amplamente
encontradas através do metabolismo de vegetais e que desempenham fungdes essenciais,
principalmente como agentes antioxidantes. A estrutura dos polifendis conferem uma
poderosa capacidade eliminadora de radicais livres, potencial de quebra de cadeia de radicais
livres e quelacdo de ions metalicos (Del Campo et al., 2023).
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Figura 2. Estrutura bésica de um polifenol.

OH
HO OH

Fonte: Del Campo et al. (2023).

Os polifendis protegem os tecidos e células do corpo contra danos induzidos pelo
estresse oxidativo através de varios mecanismos, incluindo aumento das atividades das
enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase, prevencdo da esteatose hepatica, alteracdes
relacionadas ao metabolismo lipidico e modulacdo da sinalizagdo relacionada ao estresse
oxidativo (Videla; Valenzuela, 2022).

A classe dos flavonoides, por sua vez, possuem estrutura basica formada por C6-C3-
C6. Dependendo do numero de carbono encontrado na sua estrutura quimica, lugar e
combinacdo dos grupamentos participantes da molécula, os flavondides podem ser
classificados em: antocianinas, flavonas, flavondis, auronas, cauconas, isoflavonas,

flavononas, catequinas e dihidroflavonois (Villareal-Soto et al., 2018).

Figura 3. Exemplo bésico de um flavonoide.

Fonte: Del Campo et al. (2023).
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Os flavondides possuem varias atividades biologicas, como acdo anti-inflamatdria,
antiviral, antibacteriana, antialérgica e vasodilatadora, e estdo associados a prevencdo de
doencas cronicas, sendo fortes beneficios relatados sobre a ingestdo de kombucha (Chen; Liu,
2021; Villareal-Soto et al., 2018).

A producdo de acidos organicos por meio da fermentacdo de kombucha proporciona a
formacdo de &cidos que impactam sobre o sabor da bebida. Dentro do processo fermentativo
sdo formados diversos 4cidos como: acético, glucénico, glucurdnico, citrico, L-lactico,
malico, tartarico, malbnico, oxalico, succinico, pirGvico e Usnico, que diminuem o pH e
protegem a bebida de contaminacdes (Jayabalan et al., 2014).

3.3 Fermentacdo da Kombucha

O processo de fermentacdo da kombucha ocorre de forma natural em condicdes
aerdbicas, durante um periodo que pode variar de 3 a 60 dias. A enzima invertase, produzida
por algumas leveduras, é responsavel por clivar a sacarose em glicose e frutose presente nos
carboidratos contidos na bebida. As leveduras, por sua vez, convertem a glicose em etanol e
diéxido de carbono. O diéxido de carbono reage com a agua formando acido carbénico. Esse

mecanismo fermentativo pode ser observado na Figura 4 (Primiani et al., 2018).

Figura 4. Processo de fermentagdo da kombucha.

Celulose

A
[+)

BACTERIA

LEVEDURA LEVEDURA

Sacarose Glicose + Frutose < Etanol - Co,

hudrolise enzumnatica

extracelular

Acido Acido

Gluconico Acético

Fonte: Villarreal-Soto et al. (2018)
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Bactérias e algumas leveduras presentes no processo de fermentacdo da kombucha
oxidam parte do etanol, produzindo acido acético. Além disso, enquanto uma quantidade
substancial de frutose permanece ndo fermentada, acido gluconico e glucurbnico sao
produzidos através da oxidacdo da glicose. Assim, durante a fermentacdo da kombucha, o pH
do cha que inicialmente é em torno de 5 diminui, por conta do aumento da concentracdo de
acido acético e outros acidos organicos formados pelo processo (May et al., 2019).

O pH ¢ outro parametro que esta ligado ao crescimento bacteriano, impedindo o
desenvolvimento da maioria dos microrganismos patogénicos. Na kombucha, esse valor
apresenta-se superior a 3. Alkm do acido acético e gluconico, diversos outros metabdlitos
podem ser produzidos durante a fermentacdo da kombucha, como &cido latico, tartarico e
citrico na bebida (Villareal-Soto et al., 2018).

Concomitantemente, diversos outros fatores podem influenciar na composicdo e
concentragdo dos metabolitos produzidos durante a fermentacdo, como a concentracdo de
carboidrato e chd, temperatura de fermentacdo, quantidade de oxigénio, CO2 dissolvido,
fornecimento de precursores e taxa de cisalhamento do fermentador. O resultado do processo
€ uma bebida levemente gaseificada, agridoce e refrescante, composta por diversos acidos,
aminoacidos, vitaminas e algumas enzimas hidroliticas (Watawana et al., 2015; Villareal-Soto
et al., 2018).

Embora tenha sido relatado um aumento na atividade antioxidante com um maior
tempo de incubacdo, a fermentacdo prolongada ndo € recomendada devido ao acumulo de
acidos organicos que podem atingir niveis prejudiciais para o consumo humano, tornando
essencial o seu controle conforme o grau de processamento da bebida. A sele¢do do tempo da
duracdo da fermentacdo também influencia nos atributos sensoriais do produto final. Um
periodo de fermentacdo entre 6 a 10 dias dara origem a uma bebida refrescante e frutada,
enquanto que fermentagcbes mais prolongadas resultam em uma bebida com sabor de vinagre
(Velicanski et al., 2014).

3.4 Cha Verde (Camellia sinensis L.)

O cha produzido a partir das folhas da planta Camellia sinensis L. (cha verde) é uma
das bebidas ndo alcodlicas de maior aceitacdo e a mais consumida no mundo. O cha é
utilizado na China ha aproximadamente trés mil anos sendo considerado pelos orientais uma

bebida saudavel e revitalizante. Os chas dessa planta sdo classificados em trés tipos basicos:



25

verde, preto e oolong, sendo diferenciados pelo beneficiamento das suas folhas (Tanaka;
Kouno, 2003).

Figura 5. Cha com folhas de Camellia sinensis L.

Fonte: Google Imagens (2024).

O cha verde é produzido a partir de folhas frescas da planta, as quais sdo apenas
escaldadas e fervidas, ocorrendo uma rapida inativacdo da enzima polifenol oxidase, o que
mantém preservado seu teor de polifendis e o0 torna mais rico em catequinas e compostos com
atividades funcionais. O cha preto € derivado de folhas envelhecidas pela oxidacdo aerdbica
das catequinas, ocorrendo uma fermentacdo. Por sua vez, o chid oolong é considerado
mtermedidrio ou “parcialmente oxidado”, pois ¢ obtido por meio de um processo de
fermentacdo mais brando, em que as folhas ficam em repouso de duas a quatro horas, sendo,
depois, aquecidas para que 0 processo oxidativo seja interrompido, tendo, assim, um aroma
menos acentuado que o cha preto (Tanaka; Kouno, 2003).

No ocidente, ao contrario dos paises orientais, 0 chd mais consumido ainda é o preto,
embora 0 consumo de chad verde venha crescendo principalmente devido ao reconhecimento e
divulgacdo de suas propriedades funcionais. Em consequéncia de seus compostos diferenciais
e de seu sabor menos intenso, relacionado ao seu menor teor de inativacdo enzimatica, o cha
verde € utilizado como substrato da producdo de kombucha (Watawana et al., 2017).

A composicdo quimica do cha verde inclui diversas classes de compostos fendlicos ou
flavonoides, entre eles os principais presentes sdo 0s monbmeros de catequinas, além de

flavondis e acidos fenolicos. Também possui cafeina, pigmentos, carboidratos, aminoacidos e
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micronutrientes como vitaminas do complexo B, vitamina E, vitamina C e minerais como
calcio, magnésio, zinco, potassio e ferro (Martinez et al., 2018).

A atividade antioxidante € uma das propriedades mais conhecidas do cha verde e esta
relacionada a estrutura quimica das catequinas, sendo apontada como o principal fator
contribuinte na prevengdo do risco de diversas doencas cronico-degenerativas, incluindo

cancer, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus (Malbasa et al., 2008; Chu; Chen, 2006).

3.5 Sacarose

A fonte de carboidrato é essencial no processo fermentativo da kombucha, pois este é
0 substrato utilizado pela cultura simbiotica de bactérias e leveduras (SCOBY). O tipo de
carboidrato e a propor¢do adequada é de fundamental importdncia, onde a quantidade
excessiva pode resultar em uma bebida mais 4cida, podendo até resultar em alteracdes tanto
na composicdo quimica quanto nas caracteristicas sensoriais (Jayabalan et al., 2014).

Nesse sentido, a sacarose é a fonte de carboidrato mais tradicional utilizado para a
preparacdo de kombucha e foi investigada por autores que também mapearam as principais
vias de conversdo da sacarose em componentes quimicos presentes na bebida (Watawana et
al. 2017).

A sacarose é um tipo de aclcar encontrado naturalmente em muitas plantas, sendo
uma forma comum de carboidrato. E um dissacarideo composto por duas moléculas simples
de acucar: glicose e frutose unidas por uma ligacdo O-glicosidica proveniente da reacdo entre

a hidroxila de uma glicose com o carbono anomérico de outra (Lehninger et al., 2018).

Figura 6. Estrutura molecular da sacarose.
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OH O CH,0OH
OH OH

Fonte: Lehninger et al. (2018).
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Na producdo de kombucha, a quebra da sacarose em glicose e frutose representa a
forma de metabolizagdo do substrato. As leveduras convertem o carboidrato em alcool e
diéxido de carbono, enquanto as bactérias acéticas produzem novas camadas de celulose no
SCOBY e metabolizam também o alcool produzido pelas leveduras em &cidos organicos,
aumentando de forma expressiva 0 teor de acidos identificados na bebida conforme o tempo
de fermentacdo (Jayabalan et al., 2014).

3.6 Aspectos Microbiologicos da Kombucha

A kombucha é obtida a partir da fermentacdo promovida por um consércio simbidtico
formado por bactérias acido acéticas como as Komagataeibacter, Gluconobacter e espécies
de Acetobacter; bactérias acido lacticas como as Lactobacillus e Lactococcus; e
leveduras como as Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera
apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii
e Brettanomyces bruxellensis denominado SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeasts) (Marsh et al., 2014; Watawana et al., 2017).

O SCOBY é uma simbiose de bactérias e leveduras unidas por uma pelicula
polimérica de celulose que forma um biofilme flutuante no chd, compondo dois
compartimentos ndo mutuamente exclusivos: um liquido e o outro sélido. Todos o0s
microrganismos deste consorcio alimentam-se do carboidrato adicionado a bebida (preferindo

a glicose a frutose).

Figura 7. Consorcio simbiético SCOBY.

Fonte: Leonarski et al. (2020).
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A composicdo microbiana do SCOBY pode variar entre as fermentagOes, de acordo
com sua origem, clima, localizacdo geografica e meio utilizado para o processo de
fermentacdo. Apesar disso, ha um certo nimero de espécies que aparece frequentemente na
maioria das culturas de kombucha. O processo de idenficacdo desses agentes é complexo, 0
que dificulta sua descricdo em alguns estudos (Soares et al., 2023; Watawana et al., 2017).

Grande parte desses microrganismos tém papéis bem estabelecidos na fermentacdo da
kombucha. No entanto, a composicdo da microbiota pode variar entre muitas espécies e suas
interacOes ainda ndo estdo bem caracterizadas. Do ponto de vista da composicdo microbiana,
a bebida parece fornecer uma ampla fonte de bactérias probioticas e leveduras, porém mais
pesquisas ainda precisam ser realizadas para apoiar esse e outros beneficios relatados pelos
consumidores e comprovar os reais beneficios que a kombucha pode trazer para o0 organismo
de seres humanos (Soares et al., 2023; Nguyen et al., 2015).

Inicialmente, a fermentacdo ocorre a partir de microrganismos osmotolerantes e depois
é dominada por espécies tolerantes ao &cido. Devido a coexisténcia de diversas espécies de
microrganismos no meio, na kombucha ha uma combinacdo de trés tipos de fermentacdo:
alcoodlica, latica e acética (Villareal-Soto et al., 2018).

Como resultado de seu metabolismo, produzem alcool e diversos é&cidos em
quantidades variaveis, dependendo do tempo de fermentacdo e de demais condicGes do
cultivo. Com o passar do tempo, o pH do meio é alterado, de aproximadamente 5 para 2,5, 0
que contribui para inibir o crescimento de bactérias potencialmente contaminantes, garantindo
a presenca somente das bactérias probioticas e leveduras do consoércio (Villarreal-Soto et al.,
2018).

O processo de fermentacdo leva & formacdo de um novo biofilme celulésico flutuante
na superficie do meio devido a atividade de algumas cepas de bactérias. O desenvolvimento
do biofilme continuard até a sintese atingir seu limite, crescimento até aprisionar todas as
bactérias, que entdo se tornardo inativas devido auséncia de oxigénio (Nguyen et al., 2015).

Com isso as bactérias que permanecerem na fase liquida do meio de cultura estardo em
um estado dormente e poderdo ser reativadas e usadas como indculo em uma nova
fermentacdo. O material formado possui alta cristalinidade, resisténcia a tracdo, maleabilidade
e pureza, 0 que o torna interessante para diversas aplicacdes biotecnoldgicas (Marsh et
al., 2014).
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3.7 Beneficios a Saude

A popularidade do consumo de kombucha ocorre devido aos seus efeitos benéficos a
salde, aumentando o interesse sobre o0s estudos cientificos que indicam os resultados
positivos na prevencdo e/ou tratamento de diversos tipos de doencas. No entanto, € importante
notar que os achados podem variar conforme seu direcionamento. No Quadro 2 é possivel
visualizar os potenciais beneficios associados a ingestdo de kombucha produzidas com cha
verde e/ou cha preto na fonte de dados MEDLINE/PubMed.



Quadro 2. Beneficios sobre a ingestdo de kombuchas de chés verde e preto.
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TIPO DE TEMPO DE '
AUTOR/ANO | ERVA ESTUDO INTERVENCAO BENEFICIO PRINCIPAIS RESULTADOS
Mendelson et Cha Ensaio . Acdo | significativamente os niveis médios de glicose no sangue em
o 56 dias L Y. <
al. (2023). verde clinico hipoglicémica jejum em comparacdo com o valor basal.
Cha
Costa et al. verde Ensaio 20 dias Modulagéo 1 da produgdo de propionato e melhora no crescimento de
(2022) echa clinico intestinal bactérias benéficas como Adlercreutzia
preto
1 tolerancia a glicose, | hiperinsulinemia, | das atividades da
Ao s enzima citrato sintase e fosfofrutoquinase-1, | negativa do
. . . Tolerancia a - . X . .
Moreira et al. Cha Ensaio 09 dias licose e esteatose receptor de &cido biliar acoplado a proteina G, também
(2022) verde clinico g hepatica conhecido como TGR5 e expressao do gene do receptor
P farnesol X e esteatose atenuada e hepética deposicdo de fibras
de colageno.
Melhora na glicose, capacidade antioxidante total do plasma, na
Cha Estresse oxidativo, | atividade da superoxido dismutase ¢ | a concentragdo de oxido
Cardoso et al. | verde Ensaio inflamacé&o nitrico, | a inflamagdo sist€mica ao diminur a relagdo
(2021) ' e cha clinico 56 dias hepatica, esteatose | neutrofilos/linfocitos, | tecido adiposo total e os triglicerideos
reto hepética e sanguineos e reverteram a esteatose hepatica (de grau 2 para 1),
P glicemia além da modulagao de genes relacionados a adipogénese e -
oxidacédo
| niveis de fator de necrose tumoral-a e interleucinas (IL)-1p e
wangeal | Cha | Em | g | Sesseeatade | oo R L acarioos, a0
(2021) verde clinico antinflamatéria g L o POpoTIssac ’
dano histopatologico e inibiu a sinalizacdo de NF-kB em
camundongos com sepse.
Wang et al, Cha Ensaio . Atividade Inlt_nram significativamente 0 aumento 'de ) alanina
o 35 dias aminotransferase, fosfatase alcalina, triglicerideo e
(2014) preto clinico hepatoprotetora e
malondialdeido.
Aloulou et al. Cha Ensaio . Atividades Inibidor das atividades de a-amilase e lipase no plasma e no
o 30 dias e . . .
(2012) preto clinico hipoglicémicas e | pancreas e um melhor supressor do 1 dos niveis de glicose no
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TIPO DE
AUTOR/ANO | ERVA ESTUDO

TEMPO DE
INTERVENGAO

BENEFICIO

PRINCIPAIS RESULTADOS

antilipidémicas

sangue. | colesterol LDL e triglicerideos e um 1 significativo
no colesterol HDL. | significativas nas atividades da aspartato
transaminase, alanina transaminase e gama-glicamil
transpeptidase no plasma, bem como em o conteudo de
creatinina e ureia.

Fonte: MEDLINE/PubMed (2024)
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As pesquisas que cercam o consumo do kombucha relatam os efeitos e seus principais
constituintes na saude. As mudancas bioquimicas que ocorrem durante a fermentacdo e
afetam a composicdo nutricional e, consequentemente, as propriedades do produto final como
a bioatividade (Kumar; Joshi, 2016).

As evidéncias apresentam positividade sobre a ingestdo de kombucha na melhora da
microbiota intestinal e com impacto nos diversos sistemas e condigcdes como: sistema
imunoldgico, doencas gastrintestinais, prevencdo de cancer, doencas cardiovasculares e
infeccBes microbianas, além da bebida possuir propriedades hipoglicémicas e antilipidémicas,
contém expressiva atividade antioxidante e entre outras funcionalidades que variam conforme
0 seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen, 2006; Chen; Liu, 2021; Chu; Malbasa
et al.,, 2011; Greenwalt et al., 2000; llicic et al., 2012; Malbasa et al., 2008; Yang et al.,
2009).

A atividade antimicrobiana e antifingica da kombucha é atribuida ao pH é&cido da
bebida, devido a presenca de compostos como os acidos organicos, e principalmente do acido
acetico e das catequinas, que inibem o crescimento de uma série de microrganismos Gram
positivos e Gram negativos, como Helicobacter pylori, causador de Ulceras pépticas, e
Escherichia coli, causador da diarreia comum. Substratos para fermentacdo de kombucha
contém antioxidantes que se originaram das folhas de cha (Villareal-Soto et al., 2018).

Estes sdo principalmente polifendis, especialmente catequinas, que pertencem ao
grupo dos flavonoides. Além de polifendis, a bebida de kombucha contém vitamina C, B2, B6
e catalase, que tém uma capacidade de aprisionamento de radicais livres ou podem atuar
sinergicamente com antioxidantes como o acido citrico (Mohammadsshirazi; Kalhor, 2016).

A presenga do &cido glucurénico na kombucha proporciona beneficios a salde,
auxiliando na eliminacdo de impurezas e toxinas prejudiciais a saide. A conjugacdo do &cido
glucurbnico com compostos indesejaveis aumenta a sua solubilidade e facilita seu transporte e
eliminagdo do corpo. A bebida também fortalece o sistema imunoldgico, agindo como uma

bebida probioticas, equilibrando a microbiota gastrointestinal (Jayabalan et al., 2014).
3.8 Legislacéo e Mercado Consumidor
O mercado de kombucha estd em crescimento, impulsionado pelo aumento da

demanda por produtos alimenticios e bebidas saudaveis. O consumo da bebida tem ganhado

popularidade em todo o mundo e muitas pessoas produzem a kombucha de forma artesanal
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com pouco ou praticamente nenhum tipo de controle sobre as caracteristicas de qualidade, no
que tange padrdes fisico-quimicos e microbiol6gicos (Villarreal-Soto et al., 2018).

Aliado ao grande interesse em ampliar o processo de fermentacdo para atender as
demandas da indUstria de alimentos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) lancou para consulta pulblica, em junho de 2018, as normas que pretendiam
estabelecer os padrdes de identidade e qualidade das kombuchas produzidas e comercializadas
no pais (MAPA, 2018). O resultado foi a Instrucdo Normativa n° 41/2019, publicada no
Diario Oficial da Unido em setembro de 2019. Dessa forma, o Brasil se tornou o primeiro pais
do mundo a possuir uma legislacdo especifica referente a kombucha, exigindo dos fabricantes
0s parametros exibidos (Brasil, 2019).

A instrucdo normativa preconizou alguns critérios inerentes sobre a bebida,
apresentando como padrdes de identidade e qualidade os pardmetros analiticos de potencial
hidrogenidnico (2,5 a 4,2), graduagdo alcdolica (0 a 0,5% v/v sem alcool; 0,6 a 0,8% v/v com
alcool), acidez volatil (30 mEg/L a 130 mEg/L) e pressdo (1,1 atm a 3,9 atm). A legislacao
também autorizou 0 uso de processos tecnologicos adequados para a producdo da kombucha,
como pasteurizacdo, filtragdo e ultracentrifugacdo e veda a adicdo de microrganismos apos 0
processo de fermentacdo (Brasil, 2019).

De acordo com Mordor Intelligence Research & Advisory (2023), que cobre o
relatorio, analise e receita global do mercado de kombucha, o aumento na comercializacdo de
kombucha devera crescer de US$ 2,71 bilh6es em 2023 para US$ 4,26 bilhGes até 2028, com
um aumento de 9,48% durante o periodo de previsdo (2023-2028).
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Figura 8. Tamanho do mercado de kombucha.

Kombucha Market Periodo de Estudo 2017-2027
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CAGR 24

Tamanho do mercado (2028) USD 4.25 bilhdes de ddlares
USD4.65B
CAGR(2023-2028) Q.48 %
Mercado de Crescimento Asia-Pacifico
Mais Rapido
usD2978
Maior Mercado América do Norte

Jogadores principais

(@) HEALTHATE BREW DR

2024 2029 ﬂ

Source : Maordor Intelligence [

*lsencdo de responsabilidade: Principais participantes classificados em nenhuma ordem

espacifica

Fonte: Mordor Intelligence (2023).

Durante o surto da pandemia do COVID-19 ocorreu o fechamento de varios negocios,
fabricas e armazéns devido ao isolamento social e bloqueios implementados pelo governo de
varios paises como medida e seguranca. No entanto, o mercado produtor de kombucha
registou um aumento significativo na procura, uma vez que as lojas de conveniéncia e de
medicamentos permaneceram em funcionamento para oferecer produtos essenciais de salde
aos consumidores. Conforme o0 estudo do Centro Nacional de InformagGes sobre
Biotecnologia (NCBI), o consumo de kombucha auxilia no apoio ao sistema imunoldgico
devido as suas propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e redutoras do colesterol, 0 que
impulsionou ainda mais as vendas durante o periodo pandémico (Mordor Intelligence, 2023).

O aumento da consciéncia sobre a salde entre os consumidores e a preferéncia por
uma hidratacdo saudavel é um fator crucial para impulsionar o mercado. A necessidade de
complementar a ingestdo nutricional didria de micronutrientes para extrair 0s componentes
perdidos em habitos alimentares deficientes impulsionou principalmente as vendas de
kombucha. Os consumidores estdo cada vez mais conscientes das implicacbes para a salde
associadas as categorias de refrigerantes. Assim, 0s consumidores preocupados estdo
migrando para bebidas saudéveis, como a kombucha e outras bebidas funcionais (Mordor
Intelligence, 2023).
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No Brasil, a kombucha tem conquistado espaco nas prateleiras de supermercados,
lojas de produtos naturais e também em estabelecimentos de alimentos e bebidas
especializados. Consumidores brasileiros tém demonstrado interesse em opgdes mais
saudaveis e alternativas naturais para substituir bebidas agucaradas e processadas (Soares et
al., 2023).

A diversificacdo de sabores e as propriedades a saude do consumidor de kombucha
tém contribuido para sua aceitacdo entre diferentes grupos demograficos. Alem disso, a
crescente preocupacdo com a saude intestinal e o aumento da procura por alimentos
fermentados tém impulsionado o interesse pelo kombucha no Brasil (Soares et al., 2023).

Nesse panorama, é notavel perceber a importancia desempenhada pelo consumo de
kombucha, seus principais beneficios e a grandiosidade que representa a identificacdo e
padronizacdo das suas etapas de processamento para a promogdo de saudabilidade pela

ingestdo desse alimento, deixando claro a necessidade este estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Periodo do Estudo e Local da Pesquisa

O projeto de tese foi desenvolvido durante o quadriénio 2020-2024 nas dependéncias
do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui campus Teresina Central
(IFP1/Central), no Laboratorio de Tecnologia de Produtos de Origem Vegetal, Laboratorio de
Bromatologia e Bioguimica de Alimentos e Laboratério de Quimica de Produtos Naturais; e
na Universidade Federal do Piaui campus Ministro Petronio Portella (UFPI/CMPP), no
Laboratério de Bromatologia e Bioquimica de Alimentos, Laboratério de Compostos
Antioxidantes, Laboratorio de Propriedades Funcionais de Alimentos e Laboratorio de

Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia.

4.2 Aquisicdo das Matéria-Prima

Os insumos da producdo de kombucha como ché verde e carboidrato (agucar refinado
de cana-de-acUcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piaui, Brasil em
um Unico lote. O consorcio de microrganismos de bactérias e leveduras SCOBY foi adquirido

em loja virtual do comércio nacional.

4.3 Protocolo Experimental

Foram estudadas 11 condi¢Oes de fermentacéo, testando diferentes combinagdes entre
quantidade de carboidrato (g) e tempo de fermentacdo (dias) observados em diferentes
referéncias, sendo o experimento definido por meio de um Delineamento Composto Central
Rotacional 2/2, abrangendo os eixos centrais e axiais (Rodrigues; lemma, 2014). As Tabelas 1

e 2 mostram o planejamento experimental adotado.

Tabela 1. Niveis das varidveis propostas no estudo.

Variaveis -1 0 +1
Carboidrato (g) 50 75 100
Tempo (dias) 3 9 15

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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Tabela 2. Matriz completa do delineamento experimental.

Ensaios Valores Codificados Valores Reais
X1 X Carboidrato (g) Tempo (dias)
K1 -1 -1 50 3
K2 1 -1 100 3
K3 -1 1 50 15
K4 1 1 100 15
K5 -1,41 0 39,64 9
K6 1,41 0 110,36 9
K7 0 -1,41 75 0,51
K8 0 1,41 75 17,49
K9 0 0 75 9
K10 0 0 75 9
K11 0 0 75 9

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

4.4 Preparacdo da Kombucha

As bebidas analisadas no estudo foram produzidas conforme a metodologia descrita
por Cardoso et al. (2020) com algumas modificagdes. O chd verde das folhas de Camellia
sinensis L. foi preparado na concentracdo padrdo de 10 gramas de folhas selecionadas
infundidas em 1L de agua mineral com pH 8,34, aquecida a 100°C e com imersdo das folhas
durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento desligada. Apds o periodo
infusdo, o cha foi fitrado em papel filtro e alocado em recipiente de vidro até atingir
temperatura ambiente.

Com o cha nas condicbes de temperatura ambiental, adicionou-se o carboidrato
conforme os valores descritos na Tabela 02 e o SCOBY simbidtico de bactérias e leveduras
como agente de fermentacdo na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 mL/L do
chd de iniciagdo. O tempo de fermentacdo das kombuchas variaram conforme o protocolo
mostrado na Tabela 2. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), marca Quimis, com faixa de trabalho -10°C a 60°C, com temperatura
controlada e fixada em 25°C. A Figura 9 demonstra 0 método adotado para a elaboracdo da
bebida.
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Figura 9. Etapas da preparagdo de kombucha.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

4.5 Caracterizacdo da Kombucha

Os aspectos fisicos e fisico-quimicos da caracterizacdo das bebidas ocorreram
conforme a metodologia proposta pela AOAC (2005).

4.5.1 Potencial Hidrogeniénico (pH)

O pH das amostras foi determinado utilizando potencibmetro de bancada Mettler-
Toledo®. A calibracdo do potencidometro foi ajustada com a solugdo tampédo de pH 4,0 e pH
7,0. Foram preparadas amostras em triplicata de kombucha contendo 10 mL. Cada amostra foi
diluida em 50 mL de &agua destilada e, ap6s a homogeneizacdo, feita a leitura do pH no

equipamento.
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4.5.2 Acidez Total Titulavel (ATT)

A acidez total titulavel foi determinada por titulacio onde 1,0 mL da amostra foi
diluida em 50 mL de &gua destilada, adicionando 0,3 mL de solucdo de fenolftaleina 1%,
prosseguindo com a titulacdo com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N, sob agitacdo
até a viragem de cor, sendo aferido o volume gasto da solu¢cdo de hidroxido de sdédio. Os
resultados foram expressos em miligramas de &cido acético, conforme a Equacdo 1 (Eq. 1).

Eq. (1)
Acidez Total Titulavel =V x N x FC x 100
P

Onde:

V =volume da solucdo de hidroxido de sodio gasto na titulacdo (mL);
N = normalidade da solucdo de hidroxido de sédio;

FC = fator de correcdo da solucdo de hidroxido de sodio;

P = peso da amostra em grama.

4.5.3 Acidez Volatil (AV)

A separacdo dos acidos volateis para determinacdo do teor de acido volatil das bebidas
aconteceu por meio do método arraste do vapor da agua, dividido em duas etapas: destilacdo e
titulagdo. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 20°C e medida em
100 mL em um baldo volumétrico, previamente lavado com agua destilada por
aproximadamente 4 vezes. Foram colocados 300 mL de agua destilada no segundo baldo do
aparelho de destilagdo. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador. Foi
aquecido a agua destilada e a amostra de kombucha a 100°C.

Os liquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para
retirar o gas carbonico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o
destilado da bebida, juntamente com o vapor da agua destilada. Foi recolhido o destilado no
erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de
agua e gelo. Ao destilado, acrescentou-se 0,3 mL fenolftaleina e titulou-se com hidroxido de
sodio 0,1 N até o aparecimento da cor rosada. Com os valores das reacdes, calculou-se 0s

resultados expressos em miligramas de acido acético, conforme a Equagéo 2 (Eg. 2).
Ea. (2)
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Acidez Volatil =V x N x 24 x 100
Pxc

Onde:
V = volume da solugdo de hidréxido de sodio gasto na titulagdo (mL);
N = normalidade da solucdo de hidroxido de sodio;
c = fator de correcdo da solugdo de hidroxido de sodio;
P = peso da amostra em grama.
Na férmula acima o ndmero 24 corresponde ao produto de N do NaOH x Eq. do &cido
acetico x Fator de conversdo de litros para 100 mL x Fator de conversdo de g para mg/volume
da amostra, ou seja, (0,1 x 60 x 0,1 x 1000) / 25.

4.5.4 Solidos Soluveis Totais (SST)

O teor de solidos soliveis totais foi determinado utilizando o refratdmetro digital da
marca Nova DR 500®. Para a determinacdo, utilizou-se 1 mL das amostras em um bécker. O
aparelho foi calibrado com agua destilada a 20 °C e em seguida a bebida foi adicionada no
prisma do aparelho para a leitura. A analise ocorreu em triplicata com resultados expressos

em °Brix.

4.5.5 Relagdo Solidos Sollveis Totais (SST) e Acidez Total Titulavel (ATT)

A relagdo SST/ATT foi determinado utilizando os resultados de ambas as analises por
meio da Equacgéo 3 (Eq. 3).

Ea. (3)
Relagdo = SST/ATT

4.5.6 Teor Alcoolico em Volume a 20°C

O teor alcodlico foi determinado pelo método de alcool em volume a 20°C, com
verificacdo no picndmetro. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a
20°C e medida em 100 mL em um baldo volumétrico, previamente lavado com éagua destilada
por aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de agua destilada no segundo baldo do
aparelho de destilacdo. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador. Foi

aquecido a agua destilada e a amostra de kombucha a 100°C.
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Os liquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para
retirar o gas carbdnico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o
destilado da bebida, juntamente com o vapor da agua destilada. Foi recolhido o destilado no
erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de
agua e gelo.

A densidade relativa do destilado a 20°C foi aferida com o uso de picndmetro de vidro
com capacidade de 50 mL previamente calibrado com agua destilada a 20°C. O resultado foi
obtido por meio da Equacdo 4 (Eq. 4) e expresso em % de &lcool em volume por meio de
tabela de conversdo (Anexo 1).

Eq. (4)
Densidade Relativa = PA - PPS/PAD - PPS
Onde:
PA = peso da amostra;
PPS = peso do picnémetro seco;
PAD = peso da agua destilada.

4.6 Composicdo Centesimal e Valor Energético Total (VET)

4.6.1 Umidade

A determinacdo de umidade foi realizada por meio do método gravimétrico. Foram
pesados 5 mL da amostra em triplicata, em cépsula de porcelana previamente tarada. A
capsula com a amostra foi submetida a 105 °C em estufa (MODEL-1.2, Ribeirdo Preto,
Brasil) até peso constante. O teor de umidade (%) foi obtido pela aplicacdo da Equacédo 5 (Eq.
5).

Eq. (5)

Teor de Umidade = N/P x 100
Onde:
N = nimero de gramas de umidade;

P = nimero de gramas da amostra.
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4.6.2 Cinzas

As cinzas foram determinadas por incineracdo em forno mufla (MA38512, S&o Paulo,
Brasil) a temperatura de 550 °C, sendo os resultados obtidos em porcentagem. Foram pesados
3 mL da amostra, em triplicata, em cadinho previamente tarado. As amostras foram
incineradas por 6 horas a 550 °C. Ao final, os cadinhos com amostra incinerada foram
dessecados, para esfriar, por 60 minutos ou até total resfriamento e em seguida pesados. O
teor de cinzas (%) foi obtido pela Equacéo 6 (Eq. 6).
Eqg. (6)

Teor de Cinzas = N/P x 100

Onde:
N = nimero de gramas de cinzas;

P = nimero de gramas da amostra.

4.6.3 Lipidios

A determinacdo dos lipidios foi realizada pelo método de Bligh-Dyer (1959), onde 10
mL de cada amostra foi pesada em um béquer de 250 mL, adicionando 10 mL de cloroférmio
e 20 mL de metanol. Posteriormente, adicionou-se novamente 10 mL de cloroformio e 10 mL
de &gua destilada, agitando a solu¢do no agitador mecéanico da marca Nova Técnica (modelo
NT 145) por 15 minutos, em capela quimica.

O material homogeneizado foi filtrado, utilizando funil de vidro com papel filtro
contendo sulfato de sdédio anidro, em um funil de separacdo de 500 mL. Apds completa
separacdo e clarificacdo, a camada de cloroformio (inferior) foi recolhida em baldo de fundo
chato com boca esmerilhada de 300 mL previamente tarado.

As amostras foram evaporadas em rotaevaporador até completa remocdo do solvente.
O baldo foi transferido para estufa a 105°C por uma hora e resfriado em dessecador, com
posterior afericdo de pesos até obtencdo de peso constante. Os dados da analise foram
aplicados na Equagéo 7 (Eq. 7).

Eq. (7)

Lipidios Totais =100 x N /P
Onde:
P = massa da amostra em g;

N = (massa do baldo + massa 6leo) — massa do baldo.
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4.6.4 Proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de macro Kjeldahl, o qual teve
como base a destruicdo da matéria organica (digestdo) seguida de destilacdo, sendo o
nitrogénio dosado por titulacdo. Foi utilizado um fator de conversdo do teor de nitrogénio
total em proteinas, considerando o ndmero 5,75 pela matéria prima ser de origem vegetal.

Para a etapa da digestdo, pesou-se de 0,5 mL de amostra em tubos de ensaio
previamente tarados, sendo este conjunto colocado em tubo digestor juntamente com 7,5 mL
de &cido sulfurico concentrado, 4,59 de sulfato de potassio e 0,59 de sulfato de cobre. A
digestdo foi realizada a 350 °C durante, em média, 4 horas. Em seguida, as amostras foram
destiladas e tituladas para determinagdo do nitrogénio e posterior célculo do conteudo de
proteinas, utilizando-se a Equacdo 8 (Eg. 8).

Eq. (8)
Proteina Bruta = (Va - Vb) x F x N x 5,75 x 0,014 x 100 /P
Onde:
Va = volume de HCI 0,1N utilizado na titulagéo;
Vb = volume de HCI 0,1N consumido pela prova do branco;
F = fator de correcdo do HCI 0,1N
N = normalidade;
5,75 = fator de transformacdo do nitrogénio em proteina;
0,014 = miliequivalente grama do nitrogénio;

P = peso da amostra em g.

4.6.5 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido por diferenca dos demais constituintes da

composicdo centesimal (umidade, cinzas, lipideos e proteinas).

4.6.6 Valor Energético Total (VET)

O wvalor calérico das bebidas foi calculado utilizando os fatores de conversdo de
Atwater = (% proteina x 4) + (% lipideos x 9) + (% carboidratos x 4) (Watt; Merrill, 1963).
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4.7 Anélise de Compostos Fenolicos Totais

4.7.1 Elaboracdo dos Extratos

Foram preparados kombuchas elaboradas com cha verde em condi¢des de temperatura
ambiental, adicionando o SCOBY simbidtico de bactérias e leveduras como agente de
fermentacdo na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 mL/L do cha de iniciacdo e
elaboraram-se trés condicbes de producdo de kombuchas, escolhidas em delineamento
estatistico. As amostras foram divididas em: K1 comportando 110 gramas de sacarose
fermentada por 9 dias; K2 contendo 75 gramas de sacarose fermentada por 7 dias; e K3 com
adicdo de 110 gramas de sacarose fermentada por 7 dias. As bebidas fermentaram em
incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), marca Quimis, com faixa de
trabalho -10°C a 60°C, com temperatura controlada e fixada em 25°C.

Os extratos utilizados nas andlises foram elaborados com as amostras puras de
kombuchas, seguindo a metodologia proposta por Rufino et al. (2010) com algumas
adaptacoes.

Foram preparados extratos com as amostras de kombucha seguindo a metodologia
proposta por Rufino et al. (2010) com algumas adaptacGes. Os extratos das amostras foram
preparados colocando 10g da amostra no tubo falcon de 50 mL e acrescentando em seguida
propor¢des distintas de reagentes: a) amostra + 8 mL de metanol 50%; b) amostra + 4 mL de
alcool (70%) + 4 mL de metanol (50%); c¢) amostra + 2 mL de acido acético (2,5%) + 6 mL
de metanol (100%); d) amostra + 4 mL de etanol (100%) + 4 mL de metanol (100%) (Zhou et
al., 2022).

O material foi homogeneizado e levado ao ultrassom (Ultra Cleaner 1600) por 30
minutos, seguindo-se a centrifugagdo por 15 minutos a 4000 rpm, com posterior recolhimento
do sobrenadante em um baldo, reservando-o. Realizou-se a filtragdo no papel filtro,
adicionou-se agua destilada para completar 10 mL e foi armazenado a - 6°C na auséncia de

luz para posterior leitura.
4.7.2 Determinacdo de Compostos Fenolicos Totais
O contedo de compostos fendlicos nos extratos foi determinado por

espectofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Singleton; Ross, 1965). Uma

aliquota de 0,1 mL do extrato foi misturada com 2 mL de agua milli-Q, 0,5 mL do reagente de
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Folin-Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de sodio 20% em baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se 0 volume com &gua milli-Q. Apo6s 2 horas de repouso em auséncia de luz e
temperatura ambiente, efetuou-se a leitura das absorbancias a 765 nm em espectrofotdmetro
(BEL 1102).

Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de &cido galico (EAG) por
100 g de amostra. A concentracdo de fenolicos totais foi obtida por meio da interpolacdo das

absorbancias em uma curva padrdo de &cido galico construida previamente.

4.8 ldentificacdo dos Compostos Fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA)

A andlise foi realizada em cromatografo analitico, Shimadzu modelo LC-20 A.
Controlador CBM-20A, detector UV-visivel com arranjo de diodos (PDA), modelo SPD-M20
A, desgaseificador DGU-20A3, software de solugdes CL (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japéo) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um).

Os padroes de 4&cido cindmico, &cido clorogénico, acido galico, acido quinico,
apigenina, 4&cido caféico, crisina, é&cido ferdlico, floroglucinal koempferol, luteolina,
quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich®. Para os solventes da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA), foram utilizados agua
ultrapura (sistema 18,2 MQ cm da Elga Purelab Option-Q), acetonitrila e &cido foérmico, grau
HPLC da marca Vetec®.

As amostras K1, K2 e K3 e os padrdes foram filtrados em cartucho de extragdo em
fase solida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 pm. A eluigao
foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e uma fase movel de uma mistura
de agua + 0,1% de &cido formico (A) + 100% de acetonitrila (B), que foram bombeadas a
uma vazdo de 1,0 mL/min, injecdo de 10 puL das amostras na concentragdo de 1,0 mg/mL e
temperatura do forno da coluna de 40 °C. Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm. A
identificacdo dos compostos quimicos nas fracbes foi realizada comparando o tempo de
retencdo (Rt) e os espectros de UV com aqueles obtidos pela injecdo de padrdes preparados
nas mesmas condigdes. As amostras passaram previamente por processo de ‘“clean-up” em

cartucho Chromabond® C18-EC (previamente ativado com metanol).
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4.9 Avaliagéo da Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo em Larvas de Tenebrio

As andlises realizadas para a determinacdo da atividade antioxidante e nivel de
estresse oxidativo das bebidas de kombucha foram conduzidas em modelo experimental de
larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) como método alternativo na
utilizacdo de invertebrados, seguindo a metodologia proposta por Souza et al. (2018). Os
animais foram doados pelo Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do
Piaui, campus Ministro Petronio Portella (UFPI/CMPP).

Cerca de 104 animais (n = 104) foram utilizados nos experimentos, divididos entre os
grupos: controle positivo (Dimetilsulféxido - DMSQ), controle negativo (solugdo salina), cha
verde, kombucha 1 (K1), kombucha 2 (K2) e kombucha 3 (K3), observados em dois periodos
de tempo (24h e 48h) apds a aplicagdo das solugdes, como mostra o Quadro 3.

Quadro 3. Distribuicdo do numero de larvas pelos grupos analisados nos experimentos

GRUPOS . INTERVENCAO
DMSO (n) | Solucdo Salina (n) | Cha Verde (n) | K1 (n) | K2 (n) | K3 (n)
24h 10 10 8 8 8 8
48h 10 10 8 8 8 8

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). N = nimero de animais por grupo.

4.9.1 Teste de Sobrevivéncia

As larvas selecionadas foram inoculadas com as substancias de controle positivo,
negativo e as amostras de interesse (kombucha), utilizando uma seringa BD Ultra-Fine™ com
capacidade de 10 p. A inoculagdo foi realizada injetando-se o inoculo na hemocele, no
segundo ou terceiro esternito visivel acima das pernas.

Cada larva de cada grupo de animais recebeu 1 pL de suspensdo contendo a substancia
de avaliacdo. As concentracdes finais sdo apresentadas em ndmeros quando necessario. As
larvas foram entdo incubadas a 30 °C em placas de Petri contendo dieta de criagdo e o ndmero
de larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 e 48h horas. Para estabelecer a morte das
larvas, verificamos visualmente a melanizacdo e a resposta aos estimulos fisicos tocando-as

suavemente. Com os dados foram construidas as curvas de sobrevivéncia.
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4.9.2 Determinagdo da Atividade Antioxidante

Larvas de cada grupo foram separadas em tubo falcon de 50 mL especificos para cada
dia de coleta e eutanasiadas por congelamento em freezer a -20°C, procedendo no dia
seguinte com a producdo do homogenato por maceracdo em banho de gelo com um
homogeneizador de tecido. O tampdo fosfato de sodio pH 7,4 (PBS) foi utilizado na producao
desse homogenato na propor¢do de 500 uL de solugdo para 150 mg de larva. Cada larva foi
homogeneizada individualmente e seu respectivo homogenato foi separado e guardado em
freezer a -80°C até o dia da execucdo dos procedimentos.

4.9.3 Melanina (Pigmentacéo)

Centrifugou-se a amostra descongelada do homogenato das larvas a 10.000 rpm por 15
minutos. Do sobrenadante obtido, coletou-se 100 pL que foram transferidos para uma cubeta
de acrilico. Apos a transferéncia, adicionou-se 900 pL de PBS na respectiva cubeta. Dada a
diluicdo, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um espectrofotdmetro
biospectro SP-220. Para a calibracdo do espectrofotbmetro foi utilizado o PBS como o

branco.

4.9.4 Catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito por Beutler
(1975), quantificando a velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H202) pela
enzima por meio do decréscimo da densidade Optica a 230 nm a 37°C. Inicialmente, em um
eppendorf, foi realizada a diluicio do homogenato, que consistiu na adicdo de 10 pL do
sobrenadante obtido da centrifugagdo do homogenato das larvas juntamente com 390 pL de
uma solucdo tampdo denominada Tris HClI 1M EDTA 5 mM pH 8. Posteriormente, 0
comprimento de onda do espectrofotdmetro (Bioespectro, SP220) foi ajustado para 230 nm e
zerado com 4gua destilada, em seguida, realizou-se a leitura do meio de reagdo (50 pL de
H202 10 nM, 2,5 mL de tamp&o Tris HCI 1 M EDTA 5 mM pH 8,0 e 48 mL de agua Milli-
Q), adicionando 2 mL da solucdo em uma cubeta de quartzo, observando se a absorbancia
atingia aproximadamente 0,650.

Em seguida, iniciou-se a leitura das amostras. Foi pipetado, em uma cubeta de quartzo,

10 L da diluicdo do sobrenadante e 2000 pL do meio de reacdo, sendo entdo submetidas a
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leituras da absorbéncia no tempo O e 6 minutos, no espectrofotometro modelo Bioespectro
SP220. Uma unidade (U) da catalase correspondeu a atividade da enzima que permitiu a
hidrolise de 1 pmol de H202 por minuto a 37°C em pH 8,0.

4.9.3 Avaliagdo dos Grupamentos Sulfidricos N&o Proteicos (GSHNP)

A medida da concentracdo de GSHNP ocorreu pela reacédo entre o radical sulfidrila e a
substancia DTNB, que reagem estequiometricamente e produzem um composto que apresenta
absorbancia em 412 nm. Com uma curva de calibracdo é possivel relacionar a absorbancia
obtida com a concentracdo de radicais sulfidrilas na amostra.

Inicialmente foram transferidos 60 pL do homogenato obtido para 1,8 mL de uma
solugdo estabilizante e hemolisante composta por 450 uM de EDTA e EGTA. Essa mistura
foi acidificada pela adicdo de 115 pL de TCA 60% (p/v) para precipitagio de proteinas
presentes na amostra. Apds a precipitacdo dessas proteinas, restaurou-se o pH da amostra pela
adicdo de 250 puL de TRIS a 2M. Apds esse processo, deu-se O seguimento com a
centrifugacdo da amostra a 5.000 rpm por 3 minutos.

Em cubetas de acrilico adicionou-se 4 pL de uma solugdo de DTNB a 3 mM em
tampdo fosfato de potéssio 0,2 M pH 6,2, adicionou-se 1 mL da solucdo obtida apds o
processamento da amostra (sobrenadante), permitindo que a reacdo entre 0 DTNB e a solugédo
obtida apds o processamento permaneca mais que cinco minutos. Realizou-se entdo a leitura
espectrofotométrica a 412 nm em espectrofotdmetro modelo Bioespectro SP220 (Ellman,
1959).

4.11 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi criado um banco de dados nas plataformas Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), GraphPad Prisma versdo 10 e PROTIMIZA
Experimental Desing. Os resultados foram tabulados com andlise de média e desvio padréo.
Aplicou-se a andlise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey para verificar a existéncia de
diferenca significativa entre as meédias dos tratamentos. O nivel de significancia considerado

foi de 5% (p<0,05) para todos 0s experimentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artigo Cientifico |

SOARES, lIraildo Francisco; LIMA, Michele Alves; SILVA, Robson Alves; COLUSSI,
Rosana. Effects of processing on the preparation of kombucha: a systematic review.
Internacional Journal of Food Science and Technology, v. 58, n. 11, p. 5648-5656, nov.
2023. DOI: https://doi.org/10.1111/ijfs.16718.
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Summary The objective of this review study was to carry out o systematic review of the elfects of the process in the
preparation of kombucha, Scientific articles published between 2017 and 2022 were investigated in the
ScienceDirect, Scopus and Web of Science scientific datubases. The search was carmed out by applying
the descriptors ‘kombucha’, ‘ted’, “green tea’, ‘black tea’, ‘processing’ and ‘fermentation’. The work fol-
lowed the standards of Preferred Reporting Items in Systematic Reviews and Meta-Analyses in its struc-
tunng. Among the articles that met the inclwson criteny, ten studies. were selectad 1o compose this
review. The studies’ results showed the effects of the kombucha production process on the variables of
type of herb, substrate, fermentation time and tempersture. It was possible to conclude that the results of
this work provide ewidence about the effects of the kembucha process comprising different variables, New
studics 1o optimise kombucha production must be carmied out to standardise amounts of herbs, substrutes,
fermentution time und temperature since these parumeters have shown un influence on the final product
and, consequently, on its biological activity.

Keywords  Fermented drink. processing. chenviced compasition, Iological sctivity

Introduction

In recent decades, there has been an increase in
society's concern about food, not only the nutnttonal
aspects of food but also its origin and eflects on
health, As a result, the demand for so-called “healthy’
and “functional” foods has grown relatively well, so
new business opportunities arise based on functional
drinks and food products with Tow caloric value and
high nutritionul content (Cardoso er al., 2020),
Kombucha is a fermented drink of ornental ongin,
traditionully formed from the fermentation of green
tea (Camellia simensis L.) or black tea with the addi-
ton of a biofilm calked SCOBY (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeasts). Most of the beverage is produced
in an artisanal way. Recently, the claboration on an
industrial scale has been made from a symbiosis
between acetic bactersa, lactic weid bacterin and osmo-
philic yeasts mserted o cellulose network responsible
for the fermentation process. The result is a refreshing,

*Comespondent: E-amail: rosanas_colussiis yahoo.com. by

dor 10 11T Ll 16718
© 2023 estttute of Feod. Soence and Techneiogy IFSTTF|

battersweet and shightly carbonated product (Leonarski
et al, 2021). In additon to the attractive sensory
aspects, the beverage has an expressive composition of
bivactive compounds, organwk acids. cthanol, water-
solubke vitamins and vuarious micronutnients produced
during fermentation, which vary according to the type
of tea, raw material and microorganisms present in the
tei, SCOBY, fermentation time and temperature are
used in its production (Cardoso er al., 2020),

The consumption of kombuchi has been increasing in
Western countries due o the marketing promoted by the
manufacturers, who remforce the potential health benefits
of consuming the drink (Watawana ef ol 2015). There s
evidence that kombucha can contnibute by stimulating the
mmune system. mitigating gastrointestinal discases. pre-
venting some types of cancer by binding green tea poly-
phenols around cancer cells compared to normal cells,
controllmg cardiovasculisr diseases, preventing mxrobial
infections, has hypoglycaemic and antilipidemic proper-
ties, contains significant antioxidant activity and among
other charactenstics that vary according 1o ils production
process (Chen & Liu, 2000; Greenwalt ef afl, 2000; Chu &

50
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Chen, 2006; Yang er al, 2009; Aloulou ef al., 2012; lick
et al., 2012; Abdokahad eral., 2013),

The health-related benefits of consuming kombucha
may change according to processmng conditions that
promote changes in its nutritional content. Studies elu-
cidate the reflection of these alterations. such s the
one by Aloulou er al. (2012), who claborated black 1ea
kombucha with fermentation for 12 days at 28 °C and
found positive results on fn vive hypoglycaemic
und antlipidemic responses conferred by the presence
of organic compounds generated by the production
process according (o time and temperature. Yang
et al, (2009) showed increased antioxidant activity with
kombucha by fermenting black tea at 30 °C for
8 days. Chen (2012) obtained significant responses on
the antioxidant activity of beverages made with green
tea ut a temperature of 24 °C for 14 days.

In this sease, the interest in kombucha consumption
has been based on the tendency of consumers to seek a
healthier lifestyle, with a preference lor minimally pro-
cessed products without chemicl additives and with high
nutntional value. For this purpose, kombucha preseats
itself as a natural drnk whose componenis vary according
to its processing, (Villarreal-Soto ef al., 2119),

These variations in the beverage production process
open gaps and increase the need for rescarch to standard-
ise the characteristics of kombucha during its processing
ance the composition and concentration of metabolites
depend on the inoculum source, substrate concentration,
tea, fermentation time and temperature used, The objec-
tive of this systematic hterature review was 1o identify the
ellects of the process in the preparation of kombucha,

Material and methods

Study design

The research carried out is a systematic review of the
literature, prepared with a careful selection of scientific
articks. The study aimed to find works that addressed
the effects of the process of preparing kombucha, The
guiding question that Jed to this review was: “what are
the differences presented by kombucha during its pro-
cessing™ The study followed the standards established
by the Preferred Reporting [tems in Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) for its struc-
tuning (Liberati et al., 2009).

Scarch strategy

The research proposed to analyse articles published in
the literature between the years 2017 and 2022, There-
fore, the works were searched between August and
September 2022 in the ScienceDirect, Scopus and Web
of Science data sources using the following search key:
‘kombucha’, “tea’, "green tea’, ‘black tea’, ‘processing’

Imermationl Journal of Food Saionos ] Technology X123

and ‘fermentation’. The Bookan operators "AND,
*OR" and ‘NOT" were used to establish the relation-
ship between the descriptors in the search Key.

Eligibility criteria

Works that compnsed the time frame between 2017
and 2022 were included in this review to obtain recent
data from full texts (open access), English language,
use of green tea or black tea and scope of descriptors.
Articles that presented younger years, incomplete text,
other languages, duplicate studies and/or review works
were excluded from the sekction.

Data extraction and management

The search and reading of the titles and abstracts of
cach reference were performed by two rescarchers
independently, After initial screening, the complete
articles were read for evaluation, With a detailed read-
g of the texts, one can identify the relevance of the
studies, hypotheses or objectives according to the cri-
terin established for the rescarch.

A cntical appraisal of the studies and the definition
of poteatiully cligible articles were linked to searching
and reading the titles. Important information was col-
lected from the articles used for this review, including
author names, year of publication, herb, substrate,
herb and substrate weights, mxcroorganisms, lime,
temperature and main results,

Results and discussion

Selection and eligibility of studies

Figure | shows the results of the search in the data-
bases. Initially, 133 articles were sdentified. thirty-four
of which were selected for full-text reading, and at the
end of the selection, ten arficles met the established
criteria, These studies were mcluded in this review,
demonstrating the effects of the process on kombucha
making. A detailed description of the selected studies
1s presented in Table 1.

Characterisation of bibliographic mapping

Tuble | presents the description of the studies included
in the review, and it is possible 1o observe the presence
of works that covered the sears between 2017 and
2022, bringing research that mainly simed at the pro-
duction and charscterisation of kombuchas.

Herb

The herbs rescarched in the articles were green and
black tea, used for kombucha production, and varnied
between weights from 4 1o 30 g/L of the drink.

© 2003 irettuse of Food. Scien and Tectnslegy WFSTTF
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Figure | PRISMA dugram of the seurch und selection process.

The proper choice of the type of tea used for Kom-
bucha production reflects on the formation of phenolic
compounds since their intensification occurs through
interaction with the consortium of microorganisms
duning the fermentation process and may present
higher and fower levels of certain substances (Jung
et al., 2018) (Figure 2),

Substrate

The substrzte wsed for kombucha preparstion in
most papers 15 sucrase, shown in amounts from 7 to
100 g/L. Sucrose is the most used substrate among
studies for the production of kombucha. The average
concentration of glwose available for fermentation
graduaily increases due to the breakdown of sucrose
according to the days and temperatures of fermenta-
tion. This reactuon helps in the process of the forma-
tion of organic compounds. The gradual release also

© 2003 et of Food. Seanes ared Tachnuteyy IFSTTFL

controls the formation of alcohol, which, depending
on the environment, can quickly reach the highest
himit allowed for non-alcoholic beverages according to
the fermentative state. Malbasa ¢ ol (2008) used
molasses as a substrate component for fermentation
and showed lower results thun studies that used
sucrose as & substrate. Due to greater efficeency, most
Manuscripts use sucrose as a substrate.

Microwganionms

The microorganisms used in symbiotic consortiums for
fermentation of the beverage in the research analysed
showed a lack of this information. Only the most recent
studies of Wang et of, (2022) and Barbosu et al. (2021)
wentified and described the microorganisms used in the
SCOBY for the fermentation of the drink, bringing the
interaction between yeasts (Saccharomyees, Schizosac-
charomyces, Torwlaspora ¢ Wickerhamomyees) and

Intermutsonal Journal of Food Saence and Tachnology X123
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Table 1 (Continued)
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Figure 2 Kombuchas during the fermentation process

bacteria (Komagataeibacter, Acetobacter, Gluconohacter
¢ Lactobacillus) forming the osmophilic network
responsible for mediating the process.

The fict that other studies did not disclose the micro-
organisms is that the process of identifying microorgan-
sms is a complex procedure and requires more time for
the development of most works. In addition, the variety
of microorganisms cun change wccording to the compo-
sition of the symbioti consortium for other biotic and
ihiotic factors that can nterfere with its development,

Fermentation time and tempevatire
For the parameters of time and temperature of the
kombucha fermentation process, the m.-lppi‘r;}‘ of
the works presented times from 4 to 32 days of fer-
mentation at temperatures ranging from 24 to 30 °C.
Fermentation conditions comprising time and tempera-
ture influence the consumption of substrates, impact-
mg the final quality of the drink in terms of the
production of organic acids, vitamins and mineraks
(Neffe-Skocinska et af., 2017; Wang et al., 2022).
During the fermentation  process,  lemperature
becomes a key factor in making kombuchy and can
change the nutritional composition of the beverage.
With increasing lemperature, biochemical reactions
occur more quickly. intensitying the breakdown of the
substrate, sceelerating processes and bringing about a
ripid formation of compounds, which can be beneficial
or hurmful, punctuating the sensory aspects presented
by the drink (Cardoso ef al.. 2020: Wang ¢t al.. 2022).

Effects of processing parameters

The physical-chemical parameters found varied accord-
ing to the kombucha preparation. Positive responses are
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reflected in pH, acidity. alcohol content and other
physical-chemical points,

Hydragen potenntial (pH)

For pH, the values of the analysed works showed
2,63-64 The pH measurement is the fiactor that con-
trols the proper course of fermentation and is used to
determine the end of the process. In addition, the con-
centration of hydrogen jons 15 a factor that can acti-
vate or inhibit the development of each species of
microorganism in food (Malbasa er wl., 2008),

Acidity

The acdity in the beverages analysed n this review
was between 032 and 15.02 g/L. This vanation in acid
content reflects the proportion of the production pro-
cess and, consequently, the formation of secondary
metabaolites due to fermentation. The mpact of this is
the bicactive content of the drink, being identified in
most works, the presence of organic acids, such as glu-
curonie, glweome, factic, malic, atrie, tartarie, folic,
malonic, oxalic, succinic and  pyruvie  (Cardoso
ef al., 2020; Barbosa ef af., 2021; Silva et al.. 2021),

It is noteworthy that, among the acds identified in
kombuchas, glucuronic acid deserves special attention.
It results from 4 microbiological process of glucose
oxidation and is one of the most valuable and healthy
components, exhibiting detoxifying  cffects in the
human body, This acid has the ability to hind 1o xeno-
biotics, including phenols present in the liver, allowing
these substances to be excreted by the Kidneys more
efficiently, Glucuronic acid is also a precursor in the
biosynthesis of vitumin C (Juyabalan er al.. 2008).

Antiexidant aetivity
In tea. it was also possible to observe the presence of
compounds that exert antioxidant activity. such as poly-
phenols and flavonoids. The study by Silvi ef of, (2021)
reported an increase in the antioxidant activity of Kom-
bucha produced within 14 days of fermentation. Bring-
ing this path of tme, the study by Ahmed et af. (2020)
reports a decrease n the antioxadint activity of the
drink as the days of fermentation increase. [t shows that
the vanable time has an influence on the antioxidiant
content, thus transmitting its activity.

The increase in antioxidant activity can be intensi-
fied in the presence of iron ions in green tea, as
reported by Akhavan er af, (2012),

Alcahol conrent

The works expressed another mmportant condition in
the kombuchi production process concerning the alco-
hol content, The levels found ranged from 0.7 1o
328 g'L of ethanol in the beverages. Ethanol is the
product formed as part of the glucose metabolisation
process. Yeasts ferment glucose and fructose into

Imermationl Journal of Food Saionos ] Technology X123

cthanol, which is then oxidised by lactic acid bacterin
into acetic acid, depending on the period and produc-
tion conditions {Ahmed ez al, 20X). The longer the
fermentation period and the swcrose supply, the
greater the ethanol production, as observed in the
study by Villarreal-Soto et al. (2019).

Other answers

It was possible 1o observe the presence of protein con-
centration expressed in nitrogen content in one of the
review studies, demonstrating 3.23 g'L as content. The
presence of protein in kombucha cultures is likely due to
the release of extracellular protein by veast and bacteria
throughout the fermentation process and/or mitially
present in the substrate extract (Ahmed er al., 2020).

For toxxity. only the most recent work by Silva
ef al. (2021) evaluated this parameter in s model of
Gallernia mellonclla larvae, presenting o drink without
toxicity. The toxicity assessment in the development of
kombucha may have advantages in implementation
and experimential execution,

Regarding all the biologxal effects, the works
expressed an increase in the antioxidant, antimicrobial,
biostatic and fungcidal activity in the beverages linked
to the identificd phenol content. Furthermore, an
important point o be expressed and observed in the
review results is that the longer the fermentation time,
the lower the biological activity of the drink due to
the consumption of substrateés by the consortium of
microorganisms (Amarasinghe o7 of,, 2018),

Conclusions and final remarks

The results of this systematic review provide evidence
of the effects of the process in the preparation of kom-
bucha comprnsing different vanables. Therefore, new
studies 10 optimise the production of the drink must
be carned out to standardise amounts of herbs, sub-
strates, fermentation time and temperature since these
parameters have shown mfluence on the final product.
Also, optimisaunon studies for the specific production
of compounds of interest, such as glucuronic acid,
should be considered.
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Abstract

Kombucha is a non-alcohiolic fermented vegetable beverage based on green or black tea produced through a symbiotic culture
of hacterin and yeast. Some research has demonstrated antioxidant, antimcrobial, antiprofiferative, anticancer properties,
with an impact on intestinal modulation. This systematic review sought (o carry out & scientific mapping of the benefits of
kombuchi on the intestinal microbiota. The search followed the strategies of Preferred Reporting Items in Systematic Reviews
and Meta-Analysesan #ts structure, The studhes were searched in the MEDLINE/PubMed, Web of Science, Scopus, and Sci-
ence Direct databases without time frame. with the application of the following descriptors: “kombucha™ OR “kombucha
tea”™ OR “kombucha teas™ OR “tea, kombucha™ AND “gut microbiota™ NOT “reviews”. The resuits show that kombucha
consumpton attenvates i flammation and oxsdative stress, improves the hiver detoxaficanion process, and reduces processes
of imbalance in the intestinal microbiota. Further studies should clucidate its application in humans, as well as the microor-
ganisms characterization involved in beverages and the time of ingestion for a beneficial response in intestinal well-being.

Keywords Gut health - Phenolic compounds - Fermentation

1 Introduction

The formation of the ntestinal microbiota since childhood
is a key factor in the development of human diseases, such
as allergies. neurological disorders, and obesity, which dem-
onstrates that the intestinal microbiota plays & crucial role in
the progress of new dietary strateges with an inpact on the
maintenance of health (Liu et al. 2021).
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The intestinal microbiota has a significant influence on
the state of human health and on the development o pro-
gression of diseases, where only in the last 20 years has this
intestinal axis become the focus of intense studics. Their
key roles in protecting against pathogens, regulating meta-
balic, endocrine and immunological functions. influencing
drug metabolism and absorption, as well us their nutritional
integrations have begun to be clucidated (Liu et al. 20217
Wiekrs et al. 2020).
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Thus. the consumption of fermented foods and beverages
with intestinal effects. such as kombucha. a non-alcohelic
fermented vegetable drink based on green or black wea pro-
duced through a symbiotic culture of bacteria and yeast,
stands out for its ability to modulate the intestinal microbiota
(Jung et al. 2018; Sanber et al, 2019; Dimidi et al. 2019;
Nazhand et al. 2020; Durazzo et al. 2022; Lecuwensdaal et al.
2022),

The beverage 15 made with the componenes sugar, tea, and
water that are added as mw materials, while the inoculum is
mainly composed of acetic acid bacteria (Komagatacibacter
xvlinuy, Acetobacter maloram, Gluconacetobacter xylinus,
and others), yeasts (Saccharomyces cerevisiae, Zvgosaccha-
romyvees bailii, Candida parapsilosix, and others), and lactic
acid bacteria (Lacrobacillus plantarum, Lactobacillus bul-
garicies, and others) which participates in the fermentation
process. The final product has 4 refreshing taste and 1s rich in
bioactive components, such as tea-derived polyphenols and
organic acids, which are widely reported 10 have a regulatory
effect on the gut microbiots (Kaashyap etal, 2021). There is
growing interest in the commercial use of kombucha, as this
product can be marketed as a natural beverage contamning
health-promoting bacteria and a range of nutritional com-
pounds with positive health outcomes, have minked the need
for regulatory gudelines and the potentsal of this product in
the market and peoples” health (Antolak et al. 2021: Batista
etal, 2022).

The effects of kombucha consumption are reported in
several studies, demonstrating antioxidant (Jakubcezyk et al.
2020), antimicrobral (AFMobammadi ¢t al. 2021; Cardoso
et al. 2020}, antiprofiferative (Cardoso et al. 2020), and anti-
cancer (Rasouli et al. 2021) properties. The inclusion of the
consumption of foods with an intestinal impact in the usual
diet of individuals and populations represents one of the
preventive factoes that can bring about behiavioral changes
in lifestyle and health promotion (Liu et al. 2021 ), As stuted
above, the aim of this systematic review was 1o carry out i
scientific mapping on the benefits of kombucha ingestion on
the intestinal microbiota (Fig. 1).

2 Materials and methods

2.1 Research design

The study carried out s a systematic review of the hterature,
elaborated with a weighted selection of scientific articles.

The rescarch aimed to map works that addressed the eflects
of kombucha on the intestinal microbiota,

€ springer

Fig.1 Kombocha duning the & p
conyoutium of bacteria and yeast

2.2 Construction and delimitation of the study

The study sought 1o collect data addressing in vivo research,
mterventions with kombucha tea and that presented, as a
response. the effects in the intestinal microbiota. These ele-
ments were fundamental for defining the following guiding
question: “what are the effects of kombuocha on the intestinal
microbiota™ The research followed the methods governed
by the Preferred Reporting Items in Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA) for its structuring,

Search patterns were defined raking into account the
proximity of association factors, including: kombucha, kom-
bucha tea, mtestinal microbioty, and mtestinal modulation,

2.3 Search strategy

These published studies were located in the databases:
MEDLINE/PubMed. Web of Science. Scopus, und Sci-
ence Direct. without o time frame, with the application of
the following descriptors: “kombucha™, “kombucha tea”,
“kombucha teas”™, “tea, kombucha®™, “gut microbiota”, and
“reviews”, extracted from the Medical Subject Headings
(MeSH) und with results in English. The Boolean operators
AND, OR, and NOT weze used to establish the relationship
between the descriptors.

2.4 Eligibility criteria

The criteria defined for the inclusion of studies in this review
were: (1) in vivo studies; (1) original research; (111) works
available in full; (IV) interventions with kombucha tea;
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(V) response in the intestinal microbiota, Research records
involving articles not available in full were exclixied, other
reviews and works that addressed only the chemical char-
acterization of kombacha. The steps taken in the selection
followed the PRISMA diagram for the clection of studies
and are shown in Fig. 2.

2.5 Data extraction and management

The search steps, reading the titles and abstracts of each
reference, were carefully performed by two researchers inde-
pendently. Following this. the complete articles were read
for evaluation. With the detailed reading of the fexts, one can
identify the refevance of the studies, hypotheses, or objec-
tives, according to the pre-estublished criteria.

Continuously, the critcal apprecianion of the studies amd
the definition of the articles considered eligible were car-
ried out. Important mformation was collected from the arti-
cles used for this review, including: study authors, year of
publication, location, type of study. microorgamsm, herb,
substrute, and muin results, as shown in Tuble 1.

2.6 Evaluation of the methodological quality
of studies

To assess the methodological quality of the articles included
in this review, a classification tool was used based on the
critersa proposed by the systematic inclusion quality assess-
ment manual according to the Cochrane Library. The ussess-
ment of the nsk of path predicted the judgment of each study
aguinst previously established methodological criteria, aim-
ing o identify the presence of selection, measurement, and

confounding changes. Articles were classified as A: low risk
of change; B: high risk of change: and C: uncertain risk of
change,

3 Results

At the end of the process of collecting the material to inte-
grate the bibliographic mapping for the construction of this
research, the selection and eligibility results are described in
Fig. 2, showing a total of four selected articles. The details
of each study wre deseribed in Table 1,

The eligibility process of the articles included in the
research described in Fig, 2 followed the PRISMA criteria,
presenting as a total number the number of 51 articles m the
wdentification stage. The first screening excluded all studies
that addressed only the physicochemical charactenization of
kombucha, without reporting its biological activity, with the
number of excluded being 33, leaving only 18. Among the
18 articles resulting from the first screening. only 7 contin-
ued for the second screemng, as they met the inclusion crite-
ria mentioned in topic 2.4 of the methodological procedures.
After reading and interpreting all the articles resulting from
the secomd screening, four were able 1o meet all the eritera
of the gencral objective of this review, proceeding to the
quality assessment system shown in Chart |

As & quality assessment step of each selected study, a
classification according to the Cochrane Library platform
was applied to each study, visualizing the decrease of any
interference in the detailing of results. Its conformation is
observed in Chart | below.

Fig.2 PRISMA dsagrum of the
wearch ol seliction procoss i ] Identifaest recarids PPobMaed/ MEDLINT Adstitional resomds dersified by other
PubMeWMEDLINE, Science (nD3), Science. Direct (0ve2V), Scopeom souras )
Direct, Scopus, and Web of Sci- (=12} Webs of Scheowe (55
ence databases
= 3 )
S Totd records (n=51)
: l
m—. Selected records g N) Excluded mooeds (i)
e
£ :
k3 Fuall4ext astiches evalumend for Full wat asices exchuded
g wligibdiay (n=7) (=11
—/
;,m |
T
3 Soadies inchaded m the
? qualitative syrshasas (ned)
—
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Chart 1 Mehodological quality of the imcluded stiklics based oa the
Cochrane Libary tool

Stuches
Xu Jung Mosesra  Permatasari

etal.  =tal «al etal, 2022)
2022y 2019 2002y

Method used 10 geacrate random
sxquence

A A A A

Method used 1o hide the random sequence

A A A A

Measures usedd 10 blind particapants and
professsonals

A A A A

Measures used 10 blind outcome assessors
10 the knowledge of the intervention
provided o cach participant

A A A A

Complete endpoint-relasad data for cach
mapor endpomt, including losses and
exclurion from analyss

A A A A

Clinical trial selected catcomes when
describing results and whie was identi-
fied

A A A A

Ancther path that does oot 1t in another
provious domain of the ool

A A A A

Dotmaine

Selection puh

Allocation concealment

Performusce path

Detecovn path

Attrition path

Report path

Oeher paths

A low risk of change, & high risk of change, and C uncertain risk of
chanpe

All the works ¢hosen 1o participate in this review are
described in Chart | and showed low error bins, bringing
reliability to the data found. Evaluating the methodologi-
cal content elucidates the information that corroborates the
main objective of the research. The details of the findings
can be seen in Table 1.

According to the results, the lterature presents a
reduced number of works that evaluate the response of
kombucha in the intestinal microbiota, but bring the effects
provided by the ingestion of the drink. All the studies
that are described in Table 1 were carried out in different
regions of the world, using rats or mice (10 vivo),

The systematic review by Costa et al. (2021), published
in the journal Critical Reviews in Food Science and Nutn-
tion with the same theme, presented 15 articles associating
the effects of kombucha on obesity and intestinal micro-
biota, evaluated its response to vanatons in the lipid pro-
file, leaving the gap on the topic of intestinal microbiota
in open.

In this work, we had four artices that brought data on the
effects of kombucha only on the intestinal microbiota. All

4 springer

Table1 Mapping of results bused on the articles inchaded in the review
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studses that were elected to compose this review underwent
methodological evaluation.

Regarding the specific characterization of the microoe-
ganisms that make up the symbiotic consortium of bacteria
and yeasts used for the fermentation of kombucha tea, only
the work of Xu et al. (2022) was able to 1solate and work
with specific agents; among these microorganisms, we can
highlight the Komagataeibacter xylim, Zygosaccharomy-
ces. and Lactebacillus plansarum in this study, that were part
of the symbiotic consortium responsible for the fermentition
process of the beverage.

Kombucha is a beverage based on the use of tea, sucrose.
and microorganisms in its production. The process of spe-
cific determination of microorganisms involved in the fer-
mentation process depends on time und this proves to be one
of the hmitng factors that can contribute 10 the reduction
of works that detail them, since the magnitude of research
on kombucha basically addresses the characterization of the
beverage iself, as reported by Kaashyap et al. (2021).

For weed, the quality of weed and substrate used in the
production of the drink aimed at the response in the intesti-
nal microbiota, varied. The works by Moreiri et al. (2022)
and Xu et al. (2022) used green tea leaves as a herb, in the
amount of 6 and 10 g per liter of product, with the amount
of substrate (sucrose) 60 and 80 g. The study by Jung et al,
(2019) evaluated the drink made with black tea, in the
amount of 10 g per fiter of the product and 100 g of sucrose,

Among the results, only the research by Permitasari et al,
(2022) studied the response of butterfly pea tea with 12 g of
Ieaves and 150 g of substrate in its production.

The composition of tea influences strongly the metabo-
fites formed dunng the fermentation process. The amount
of substances generated has its levels altered in the bever-
age according to the distribution of the components/ingre-
dients i its production, whch may increase or decrease the
response evaluated according to the application (Wicers
etul. 2020).

As main results, the kembucha reported effects i improv-
ing the composition of the intestinal microbiota. For the
findings, the emphasis is on the reduction of inflamma-
tion and oxadative stress, improving the liver detoxification
process and reducing imbalance processes in the intestinal
microbioti (Xu et al. 2022; Jung et al. 2009, Moreira et al,
2022, Permatasari et al, 2022),

It was possible to observe an increase in the levels of
bacteria that produce short-chain fatty acids (SCFA), 1.e,,
Blautia, Bacteroides, Parabacteroides, Phascolarctobc-
rerium. and Proreus; decreased intestinol barrier damage.
less lipopolysiccharide displacement, and inhitation of the
inflammation occurrence and insulin resistance in vivo have
been reported (Permatasan et al. 2022),

As an impact of the in vivo intervention, an increase in
the levels of SCFA-producing bacteria was found, as well

as an improvement in the function of sslet P cells, promot-
ing the secretion of gastrointestinal hormooes {GLP-1/PYY)
(Xuetal, 2022),

Decreased production of Clostridiin in the intestinal
microbiota has been reported and increased levels of SCFA-
producing bacteria, with decreased incidence of non-fatty
alcoholic liver disease (Jung ct al. 2019),

All these results are part of the beneficial effects of using
kombucha for intestinal modulation.

4 Discussion

The intestinal microbiota compnses an ecosystem of micro-
organisms that inhabit the human intestinal tract, being
composed of un abundance of microorzamisms thig interact
with cach other and with the human host, including bacteria,
fungi. archaea, and viruses, The composition of the micro-
biota mainly includes four categories, including Firmicutes,
Bacteroides, actinomycetes, and Proteus. This microbial
diversity also suggests the importance of the role that the
ntestinal microbsota plays in human health, indicating that,
contrary to what was thought in the past. microorganisis are
not necessarily negative or disease causing. On the contrary,
itis increasingly clear that they co-evolved with human hosts
and the presence of microorgamisms may be important for
the maintenance of health (Chen et al. 2021). This article
describes the possible mechanisms of kombucha ingestion
on the intestinal microbiota.

The regulatory mechumsms of the intestingl microbiota
are complex. In recent years, with the rupid development
of molecular biology, genomics, biomformatics analysis
technology, and high-throughput sequencing technology.
research involving the mechanisms of microbiota regula-
ton has progressed. Studies have produced evidence that
disturbance in the intestinal microblota and its metabolites
play u key role in maintaining intestinal host homeostasis
and influence the development of many diseases (Liu et al,
2021; Sanlier et al. 2019).

Food and psychobiotics are the main exogenous faclors
whaose health impacts are mediated by gut bactersa (Dinan
and Cryan 2017; Toro-Barbosa et al. 2020). The pathways
for bacteria-health two-way communication, while still
Largely unknown, may involve hormones, metabolites, and,
as recently proposed. bioelectric signals, as seen in Fig. 3
(Cuamatzin-Garciy et al. 2022),

The microbiota imbalance causes changes in the structure
and function of the intestine. which may cause the appear-
ance or development of some diseases. The underdying
repair mechanisms are complex (Kataoka 2016). In recent
years, with the rapid development of molecular biology and
health technologies. research in the context of intestinal
modulation has emerged with alternatives for understanding
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Fig.3 Mechanism of action of
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and improving these mechanisms (Fan and Pedersen 2021).
Studies show that lifestyle, especially people’s diet, con-
tribute o minimize the possible damage caused by this
deregulation (Liu et al. 2021; Sanlier et al. 2019; Zmora
etal, 2019). (Stemsma et al, 2020), by carrying out critical
review of current human intervention studies analyzing the
effect of fermented foods on the composition and/or function
of the human gut microbiota, concluded that microbiota as
a mediator between fermented food consumption and these
health outcomes and future studies should consider analyz-
ing microbiota function (microbial metabolomics. meta-
transcriptomics) as a means to elucidate the mechanism
linking fermented food consumption with human health
(Sticmsma et al. 2020).

This disharmony affects the health of the host in sev-
eral ways, such as epergy sbsorption and the bioavailability
of nutrients such as water-soluble B vitamins, especially
choline, When choline (vitamin BS) 15 metabolized by
pathogenic bacteria, trimethylamine (TMA) is produced. In
the liver. TMA is converted into trimethylamine-N-oxide
(TMAO), a factor that incresses the risk of developing
cardiovascular diseases. When choline is metabolized by
benchcial bacteria, these microorganisms use much of the
choline for posttive epigenetic changes, reducing weight
2ain, anxsety, and the risk of atherosclerotic disease. The
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microbiota establishes symbiotic communication with its
host: commensal microbes benefit from the nutrient-rich
environment provided by the intestine, and the microbiota
produces hundreds of proteins and metabolites that modulate
key functions, including nutrient processing, maintenance
of energy homeastasis and immunity system development
(Wiegrs et al. 2020; Amtolak et al, 2021),

Many bacterial-derived metabolites originate from food
sources, Among them, an important role has been assigned
to metabohites derived from bacterial fermentation of die-
tury fibers, namely SCFA, which link host nutrition to the
maintenance of intestinal homeostasis {(Xu ¢t al. 2022; Per-
matasan et al. 2022),

SCFA arc important fuels tor intestinal epithelial cells
and regulate functions through different mechanisms to
modulate their proliferation, differentiation as well as func-
tions of subpopulations such as enteroendocrine cells to
impact intestinal motility and strengthen intestinal barrier
functions a5 well as host metabolism. Its metabolites play
a key role in muntaining host intestinal homeostasis and
influence the development of many diseases, including neu-
rodegenerative diseases, cardiovascular discases, metabolic
discases, and gastrointestinal discases (Antolak et al. 2021).

Short-chiun farty acids are small organic monecarbox ylic
acids with a chain length of up to six carbon atoms and are
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the main products of anacrobic fermentation of indigestible
polysaccharides such as dietary fiber and resistant starch
produced by the microbiota in the lirge intesting. After their
production, SCFAs are taken up by colonocytes, mainly via
H+ -dependent or sodium-dependent monocarboxylate
transporters, SCFAS that are not metabolized in colono-
cytes are transported to the portal circulation and are used
as an energy substrate for hepatocytes, SCFAs improve gut
health through a varicty of local eflects, from maintaining
gut barrier miegnty, producing mucus and protecting aginst
flammation, 10 reducing the nsk of colorectal cancer (Chen
ctal. 2021),

In this umverse, kombucha, in trn, has several compo-
nents that help improve the processes involved in the well-
being of the intestinal microbiots. Water-soluble vitamins,
minerils, polyphenols, and organic acids are part of the
nutritional runge present in kombucha and show that the
effects of its ingestion corroborate the studies detailed in
Table 1 (Xuetal. 2022; Jung et al. 2019; Moremra et al. 2022;
Permutasarni et al. 2022).

Kombucha is a fermented beverage of orieatal origin. tra-
dinonally formed from the fermentation of green (Camellia
stnensis L) or black tea with the addition of a biofilm called
SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeasts), being
produced from artisanal way, mostly, but also industrially
from a symbiosis between acetic hacteria, lactic acid. and
osmophilic yeasts inserted in a cellulose network responsible
for the fermentation process, resulting in a refreshing, bit-
tersweet and slightly carbonated product {Lecuwendaal et al.
2022; Xu et al. 2022).

The low pH of kombucha, mainly due 1o the production
of igh concentration of acetic acid, his been shown to pre-
vent the growth of pathogenic bacteria such as Helicobac-
ter pyloni, Escherichia coli, Salmaonella typhimurium, and
Campylobacter jejeni, Even at neutral pH and after thermal
denaturation, kombucha is capable of inhibiting the growth
of pathogens in vitro, suggesting that compounds other than
acetic acid exert amtimicrobial effects (Dimids et al. 2019),

Among the organic acids that showed the highest content
after kombucha fermentation, the acetic ucid content is the
highest, followed by catric acud, butyric acad, lactic acid, and
formic acid. Acetic acid and citric acid are not only used
as SOUT agents 10 impeove product taste, but also 1o prevent
the growth of various bacteria. Butyric acid, SCFA which
is found as a metabolite from the fermentation process of
kombucha, is reported o demonstrate anti-inflammistory,
hypoglycemic effects, and regulation of the intestinal micro-
biota, its presence being identified in studics that involved
the effects of kombuchi in the intestnal microbota (Sanlier
et al. 2019; Leeuwendaal et sl 2022; Xu et al. 2022)

The improvement in microbaal composition stems from all
the mechanisms originating from the agents found in kom-
buchi and which brings about a decrease in inflammatory

processes and oxidative stress, improves liver detoxification
stages. and reduces processes of imbalance in the intestinal
microbiota, thus promoting systemic effects and decrease in
the appearance of metabolic discases.

One of the main mechanisms involved concerns the abil-
ity of phenolic compounds, widely found in kombucha, to
capture or inhibit reactive oxygen and nitrogen species,
transfer electrons 1o free rudicals, and activate antioxidant
enzymes. Recent studies have shown that phenolic com-
poads are also able to modulate gene expression. reversing
epigenetic changes associated with inflammuation and oxada-
tive stress, and are, therefore, considered important allies
in the prevention and/or mitigation of chronic diseases. In
addition to these direct effects, phenolic compounds can act
indirectly by activating cellular pathways responsible for
controlling oxidative stress (Xu et al. 2022: Dimidi et al,
2019).

The presence of these phenolic compounds in kombu-
cha, about 90 10 95%, are not absorbed in the small intes-
tine, so they are metabolized by the local microbiota in the
colon. Because of this. phenolic compounds can modulite
the imntestinal microbiota, exerting an effect similar to prebi-
otics by favoring the growth of beneficial microorgamsms
und inhibiting the growth of pathogens (Dimidi et al. 2019),

Fermentation products (mainly SCFA) support the host's
cellular metabolism and the colonocytes. neutrophils, and
T cells of the gut’s immune system, which are components
of the intestinal barrier function. Acetate, propionate, and
butyrate SCFAs enter colonocytes by simple or facilitated
diffusion (Cuoamatzin-Garcfa et ul. 2022),

One of the points also addressed regarding the positive
effects on the microbioti was the decrease in intestinal per-
meability. Intestinal permeability is a component of the
intestinal harrier. This barrier is o dynamic interface between
the body and the food and pathogens that enter the gastro-
intestinal tract. Therefore, dictary components can directly
affect this interface, and many metabolites produced by host
enzymes or by the gut microbiota can act as signaling mol-
ccules or exert direct effects on this barrier (Xuo et ul 2022).

The normal intestinal barrier consists of multiple compo-
nents in the lomen, epithelial cell layer, and lamina propria.
Some agents arc associated with the integrity of this barrier,
such as the presence of short-chain fatty acids, bioactive
components, and other water-soluble vitamins that partici-
pate in this homeostasis (Sanlier et al. 2019; Koashyap ct al.
2021 Cuamatzin-Garcia et al, 2022),

The inflammatory process is one of the factoes that con-
tribute to the foss of the intestinal barrier and. as reported m
the studwes, there was an improvement in this axas, reducing
the expression of pro-inflammatory cytokines and oxidative
stress, which occurs when there as an imbalince between
oxidant and antioxidant compounds. resulting from the
excessive production of free radicals and reactive oxygen
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species. The excessive accumulation of these substances cul-
minates in the oxidation of biomolecules and conseguent
homeostatic imbalance, causing damage Lo various cellular
structures, including membranes, proteins, and DNA (Al-
Mohammadi et al. 2021: Moreira et al. 2022; Dimidi et al.
2019),

Butyrate is one of the agents that act by decreasing the
inflammatory process and intestinal permeability, improv-
ing cpigenetic efficiency (Xu et al. 2022). Polyphenols that
are not absorbed in the small intestine can reach the colon
where they can be metabolized by microoeganisms and act as
u prebiotic metabolite resulting in greater abundance of ben-
eficial microoeganisms that contribite to host health. They
also modulate the composition of the intestinal microbaal
community through the inhibition of pathogenic microor-
ganisms (Xu et al, 2022; Moreira et al. 2022).

Modulating the intestinal microbiota can improve health
by strengthening intestinal epithelial cell junctions, increas-
ng mucus secretion, and acting on the intestinal immune
response. There are great opportunities for studies that can
advance the understanding of this complex intestinal eco-
system and its relationship with the ingestion of kombuch,
being able to provide new ideas for the treatment of diseases
and make the most of the potential of precision medicine
evidenced from its ingestion,

5 Conclusion

The analysis of main studics that evaluated the effects of
kombucha on the miestinal microbiota is given here. Despite
extensive in vivo studies, there s po research investigating
the impact of kombucha on humans. These discoveries are
important to improve the commercainl value of the beverage
and reveal the immense prospects of health effects. as well
us encouragmg further studies with buman application, char-
acterization of the microorganisms involved, and the time of
ingestion for & beneficial response in intestinal well-being.
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5.3 Artigo Cientifico 111

O manuscrito “Otimizacdo do Processo de Producdo de Kombucha de Cha Verde

(Camellia sinensis L.)” sera submetido a revista Applied Science.

Autores: lIrafldo Francisco Soares, Janaina de Carvalho Alves, Robson Alves da Silva
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RESUMO

Kombucha é uma bebida obtida a partir da fermentacdo de chd verde adogado e fermentado
por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras. O consumo da bebida esta atrelado a
diversos beneficios na salde humana. Sua producdo ocorre de forma artesanal ou industrial,
onde os processos de producdo da kombucha abrem lacunas e aumentam a necessidade de
pesquisas que padronizem as caracteristicas da bebida durante o seu processamento, uma vez
que, a composicdo e a concentragdo de metabolitos formados durante a fermentagdo
dependem da fonte de indculo, da concentracdo de carboidrato, do tipo de cha, do tempo de
fermentacdo e a temperatura usada. Assim, O objetivo dessa pesquisa foi desenvolver e
otimizar kombucha de chéd verde (Camellia sinensis L.). Para o processo de otimizacdo, foram
utilizadas como varidveis indiretas a quantidade de carboidrato e o tempo de fermentacdo das
kombuchas. Um delineamento composto central rotacional com 11 ensaios foi aplicado no
estudo, trazendo a producdo de bebidas com quantidades de carboidrato entre 50 a 110 gramas
por litro e fermentadas entre 3 a 15 dias. Foram analisados dos 11 ensaios os parametros de
pH, acidez total titulavel, acidez volatil, solidos sollveis totais, relacdo acidez total/sdlidos
soliveis, acidez volatil/solidos soliveis e teor alcdolico. Os testes apontaram resultados
satisfatorios nas analises fisico-quimicas avaliadas como respostas as condicbes de
otimizacdo, sobressaindo com significancia as analises de sélidos sollveis totais, relacdo
solido sollveis totais/acidez volatil e teor alcdolico, conforme a regressdo. As condicdes de
fermentacdo estudadas para a obtencdo da kombucha de chd verde com as varidveis
independentes de quantidade de carboidrato e tempo de fermentacdo foram significativas para
a definicio da melhor bebida. O ensaio que combinou a quantidade de carboidrato de 110
gramas fermentado em 9 dias mostrou-se com as melhores condicfes sobre o ponto de vista
tecnologico para a bebida. A composicdo centesimal das kombuchas apresentou umidade
adequada e quantidades insignificantes para teor de cinzas, proteinas e lipidios, baixa
concentracdo de carboidratos e valor energético total, com a classificacdo da bebida como
baixo valor energético. A partir desse estudo, é possivel direcionar a producdo de kombucha
para uma investigacdo assertiva sobre o impacto do consumo da bebida na salde humana.

Palavras-chave: Fermentagdo. Bebida. Composicdo Centesimal. Kombucha.



71

ABSTRACT

Kombucha is a drink obtained from the fermentation of sweetened green tea and fermented by
a symbiotic culture of bacteria and yeast. The consumption of the drink is linked to several
benefits on human health. Its production occurs in an artisanal or industrial way, where the
kombucha production processes open gaps and increase the need for research that
standardizes the characteristics of the drink during its processing, since the composition and
concentration of metabolites formed during fermentation They depend on the source of
inoculum, the carbohydrate concentration, the type of tea, the fermentation time and the
temperature used. Thus, the objective of this research was to develop and optimize green tea
kombucha (Camellia sinensis L.). For the optimization process, the amount of carbohydrate
and the fermentation time of the kombuchas were used as indirect variables. A central
rotational composite design with 11 tests was applied in the study, resulting in the production
of beverages with carbohydrate amounts between 50 and 110 grams per liter and fermented
between 3 and 15 days. The parameters of pH, total titratable acidity, volatile acidity, total
soluble solids, total acidity/soluble solids ratio, volatile acidity/soluble solids and alcohol
content were analyzed from the 11 tests. The tests showed satisfactory results in the physical-
chemical analyzes evaluated as responses to the optimization conditions, standing out
significantly in the analyzes of total soluble solids, total soluble solids/volatile acidity ratio
and alcohol content, according to the regression. The fermentation conditions studied to
obtain green tea kombucha with the independent variables of carbohydrate quantity and
fermentation time were significant for defining the best drink. The test that combined the
amount of carbohydrate of 110 grams fermented in 9 days proved to be the best conditions
from a technological point of view for the drink. The proximate composition of the
kombuchas presented adequate humidity and insignificant amounts for ash, protein and lipid
content, low concentration of carbohydrates and total energy value, with the drink classified
as low energy value. From this study, it is possible to direct the production of kombucha
towards an assertive investigation into the impact of drinking the drink on human health.

Keys words: Fermentation. Drink. Centesimal Composition. Kombucha.
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1 INTRODUCAO

As bebidas funcionais continuam a ser uma categoria em crescimento no mercado de
alimentos e bebidas devido a crescente demanda dos consumidores por produtos que
oferecem beneficios adicionais a salde além de apenas saciar a sede. Nesse nicho, destaca-se
as kombuchas com seu grande potencial de consumo (Cardoso et al. 2020).

A kombucha é uma bebida fermentada, obtida a partir da fermentacdo de cha adocado,
por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY). A cultura SCOBY é
responsavel por iniciar a fermentacdo, transformando o cha adogado em kombucha por meio
de um processo de fermentacdo aerdbica (Leonarski et al., 2020).

Durante a fermentacdo, as bactérias e leveduras presentes na cultura SCOBY
consomem 0s agUcares presentes no chd, convertendo-os em acido acético, acido glucurénico,
acido lactico e gases, como o didéxido de carbono. Esse processo resulta em uma bebida
ligeiramente efervescente, com um sabor caracteristico, que pode variar de acido a levemente
adocicado, dependendo do tempo de fermentacdo e dos ingredientes utilizados (Cardoso et al.
2020).

Ha algumas evidéncias que descrevem os efeitos da ingestdo de kombucha na melhora
da microbiota intestinal, sistema imunoldgico, doencas gastrintestinais, prevencdo de cancer,
doencas cardiovasculares e infeccdes microbianas, alkm da bebida possuir propriedades
hipoglicémicas e antilipidémicas, contém expressiva atividade antioxidante e entre outras
funcionalidades que variam conforme o seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen,
2006; Chen; Liu, 2000; Greenwalt et al., 2000; llicic et al., 2012; Malbasa et al., 2008; Yang
et al., 2009).

Nesse sentido, o interesse no consumo de kombucha tem se baseado na busca por um
estilo de vida mais saudavel, com preferéncia por produtos minimamente processados, sem
aditivos quimicos e com alto valor nutricional. Para este proposito, a kombucha se apresenta
como uma bebida natural, onde seus componentes nutricionais sao diversos com aplicagdo na
salde de maneira integral (Villareal-Soto et al., 2018).

As variagcbes no processo de producdo da kombucha abrem lacunas e aumentam a
necessidade de pesquisas que padronizem as caracteristicas da bebida durante o seu
processamento, uma vez que, a composicdo e a concentracdo de metabolitos formados durante
a fermentacdo dependem da fonte de indculo, da concentracdo de carboidrato, do tipo de cha,
do tempo de fermentacdo e a temperatura usada. Qualquer mudanca nas condicfes do

processo de fermentacdo pode afetar o produto final. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi
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desenvolver e otimizar o processo de producdo da kombucha de chd verde (Camellia sinensis
L).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producdo de Kombucha de Cha Verde

O processo de desenvolvimento e otimizacdo da kombucha abrangeu a andlise de 11
condicbes de fermentacdo, testando diferentes combinacdes entre quantidade de carboidrato
(9 e tempo de fermentacdo (dias), sendo o experimento definido por meio de um
Delineamento Composto Central Rotacional 2/2, abrangendo 0s eixos centrais e axiais. A
Tabelas 1 mostra o planejamento experimental adotado.

Tabela 1 — Matriz completa do delineamento experimental.

Ensaios Valores Codificados Valores Reais
X1 X Carboidrato (g) Tempo (dias)
K1 -1 -1 50 3
K2 1 -1 100 3
K3 -1 1 50 15
K4 1 1 100 15
K5 -1,41 0 39,64 9
K6 1,41 0 110,36 9
K7 0 -1,41 75 0,51
K8 0 1,41 75 17,49
K9 0 0 75 9
K10 0 0 75 9
K11 0 0 75 9

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

As bebidas analisadas foram produzidas conforme a metodologia descrita por Cardoso
et al. (2020) com algumas modificacGes. O cha verde das folhas de Camellia sinensis L. foi
preparado na concentracdo padrdo de 10 gramas de folhas (Comércio Varejista, Teresina, PlI,
Brasil) selecionadas e infundidas em 1L de agua mineral com pH 8,34, aquecida a 100°C e
com imersdo das folhas durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento
desligada. Apos o periodo infusdo, o cha foi filtrado em papel filtro e alocado em recipiente
de vidro até atingir temperatura ambiente.

Com o cha nas condicbes de temperatura ambiente, adicionou-se o0 carboidrato
conforme os valores descritos na Tabela 1 e o SCOBY simbiotico de bactérias e leveduras
como agente de fermentacdo na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 ml/L do cha
de iniciagdo. O tempo de fermentagdo das kombuchas variou conforme o protocolo mostrado
na Tabela 1. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio

(DBO), marca Quimis, com temperatura controlada e fixada em 25°C.
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2.2 Andlises Fisico-Quimicas

2.2.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

O pH das amostras foi determinado utilizando potencibmetro de bancada Mettler-
Toledo®. A calibracdo do potenciometro foi ajustada com a solugdo tampédo de pH 4,0 e pH
7,0. Foram preparadas amostras em triplicata de kombucha com 10 mL, as quais foram
diluida em 50 mL de &gua destilada e, apds a homogeneizacdo, feita a leitura do pH no

equipamento.

2.2.2 Acidez Total Titulavel

A acidez total titulavel foi determinada por titulacio onde 1,0 mL da amostra foi
diluida em 50 mL de &gua destilada, adicionando 0,3 mL de solucdo de fenolftaleina 1%,
prosseguindo com a titulagdo com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N, sob agitagdo
até a viragem de cor, sendo aferido o volume gasto da solucdo de hidroxido de sodio. Os
resultados foram expressos em miligramas de &cido acético, conforme a Equacéo 1 (Eqg. 1).

Eqg. (1)
Acidez Total Titulavel =V x N x FC x 100
P

Onde:

V = volume da solugdo de hidréxido de sodio gasto na titulagdo (mL);
N = normalidade da solu¢do de hidroxido de sodio;

FC = fator de corre¢do da solugcdo de hidréxido de sddio;

P = peso da amostra em grama.

2.2.3 Acidez Volatil

A separacdo dos acidos volateis para determinacdo do teor de acido volatil das bebidas
aconteceu por meio do método arraste do vapor da agua, dividido em duas etapas: destilacdo e
titulacdo. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 20°C e medida em
100 mL em um baldo volumétrico, previamente lavado com 4&gua destilada por

aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de agua destilada no segundo baldo do
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aparelho de destilacdo. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador. Foi
aquecido a agua destilada e a amostra de kombucha a 100°C.

Os liquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para
retirar o gas carbdnico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o
destilado da bebida, juntamente com o vapor da agua destilada. Foi recolhido o destilado no
erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de
agua e gelo. No destilado, acrescentou-se 0,3 mL fenolftaleina e titulou-se com hidroxido de
sodio 0,1 N até o aparecimento da cor rosada. Com os valores das reacfes, calculou-se 0s
resultados expressos em miligramas de acido acético, conforme a Equacéo 2 (Eg. 2).

Eq. (2)
Acidez Volatil =V x N x 24 x 100
Pxc

Onde:
V = volume da solugcdo de hidréxido de sodio gasto na titulagdo (mL);
N = normalidade da solucdo de hidroxido de sddio;
c = fator de correcdo da solugdo de hidroxido de sodio;
P = peso da amostra em grama.
Na férmula acima o ndmero 24 corresponde ao produto de N do NaOH x Eq. do &cido
acetico x Fator de conversdo de litros para 100 mL x Fator de conversdo de g para mg/volume
da amostra, ou seja, (0,1 x 60 x 0,1 x 1000) / 25.

2.2.4 Soélidos Solaveis Totais (SST)

O teor de solidos soluveis totais foi determinado utilizando o refratbmetro digital da
marca Nova DR 500®. Para a determinacdo, utilizou-se 1 mL das amostras em um bécker. O
aparelho foi calibrado com agua destilada a 20 °C e em seguida a bebida foi adicionada no
prisma do aparelho para a leitura. A andlise ocorreu em triplicata com resultados expressos

em °Brix.

2.2.5 Relacdo Sélidos Soliveis Totais (SST) e Acidez Total Titulavel (ATT)
A relagdo SST/ATT foi determinado utilizando os resultados de ambas as analises por
meio da Equacdo 3 (Eg. 3).

Eq. (3)
Relacdo = SST/ATT
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2.2.6 Teor Alcdolico

O teor alcodlico foi determinado pelo método de alcool em volume a 20°C, com
verificacdo no picndmetro. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a
20°C e medida em 100 mL em um baldo volumétrico, previamente lavado com éagua destilada
por aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de agua destilada no segundo baldo do
aparelho de destilagdo. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador. Foi
aquecido a agua destilada e a amostra de kombucha a 100°C.

Os liquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para
retirar o gas carbonico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o
destilado da bebida, juntamente com o vapor da &gua destilada. Foi recolhido o destilado no
erlenmeyer de 250 mL na saida do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de
agua e gelo.

A densidade relativa do destilado a 20°C foi aferida com o uso de picndmetro de vidro
com capacidade de 50 mL previamente calibrado com agua destilada a 20°C. O resultado foi
obtido por meio da Equacdo 4 (Eq. 4) e expresso em % de alcool em volume por meio de
tabela de converséo.

Eq. (4)
Densidade Relativa = PA - PPS/PAD - PPS
Onde:
PA = peso da amostra;
PPS = peso do picnémetro seco;

PAD = peso da agua destilada.

2.3 Composicado Centesimal e Valor Energético Total (VET)

2.3.1 Umidade

A determinacdo de umidade foi realizada por meio do método gravimétrico. Foram
pesados 5 mL da amostra em triplicata, em cépsula de porcelana previamente tarada. A
capsula com a amostra foi submetida a 105 °C em estufa (MODEL-1.2, Ribeirdo Preto,



78

Brasil) até peso constante. O teor de umidade (%) foi obtido pela aplicagdo da Equacdo 5 (Eq.
5).
Eq. (5)
Teor de Umidade = N/P x 100
Onde:
N = nimero de gramas de umidade;

P = nimero de gramas da amostra.

2.3.2 Cinzas

As cinzas foram determinadas por incineracdo em forno mufla (MA38512, S&o Paulo,
Brasil) a temperatura de 550 °C, sendo os resultados obtidos em porcentagem. Foram pesados
3 mL da amostra, em triplicata, em cadinho previamente tarado. As amostras foram
incineradas por 6 horas a 550 °C. Ao final, os cadinhos com amostra incinerada seréo
dessecados, para esfriar, por 60 minutos ou até total resfriamento e em seguida pesados. O
teor de cinzas (%) foi obtido pela Equacéo 6 (Eg. 6).
Eq. (6)

Teor de Cinzas = N/P x 100

Onde:
N = nimero de gramas de cinzas;

P = nimero de gramas da amostra.

2.3.3 Lipidios

A determinacdo dos lipidios foi realizada pelo método de Bligh-Dyer (1959), onde 10
mL de cada amostra foi pesada em um béquer de 250 mL, adicionando 10 mL de cloroférmio
e 20 mL de metanol. Posteriormente, adicionou-se novamente 10 mL de cloroférmio e 10 mL
de agua destilada, agitando a solucdo no agitador mecanico da marca Nova Técnica (modelo
NT 145) por 15 minutos, em capela quimica.

O material homogeneizado foi filtrado, utilizando funil de vidro com papel filtro
contendo sulfato de sédio anidro, em um funil de separacdo de 500 mL. Apds completa
separacdo e clarificacdo, a camada de cloroférmio (inferior) foi recolhida em baldo de fundo

chato com boca esmerilhada de 300 mL previamente tarado.



79

As amostras foram evaporadas em rotaevaporador até completa remogdo do solvente.
O baldo foi transferido para estufa a 105°C por uma hora e resfriado em dessecador, com
posterior afericio de pesos até obtencdo de peso constante. Os dados da andlise foram
aplicados na Equagéo 7 (Eq. 7).
Eq. (7)

Lipidios Totais =100 x N /P

Onde:
P = massa da amostra em g;
N = (massa do baldo + massa 0leo) — massa do baldo.

2.3.4 Proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de macro Kjeldahl, o qual teve
como base a destruicdo da matéria organica (digestdo) seguida de destilacdo, sendo o
nitrogénio dosado por titulacdo. Foi utilizado um fator de conversdo do teor de nitrogénio
total em proteinas, considerando o nimero 5,75 pela matéria prima ser de origem vegetal.

Para a etapa da digestdo, pesou-se de 0,5 mL de amostra em tubos de ensaio
previamente tarados, sendo este conjunto colocado em tubo digestor juntamente com 7,5 mL
de &cido sulfurico concentrado, 4,59 de sulfato de potassio e 0,5¢g de sulfato de cobre. A
digestdo foi realizada a 350 °C durante, em média, 4 horas. Em seguida, as amostras foram
destiladas e tituladas para determinacdo do nitrogénio e posterior calculo do contetdo de
proteinas, utilizando-se a Equacéo 8 (Eq. 8).

Eq. (8)
Proteina Bruta = (Va - Vb) x F x N x 5,75 x 0,014 x 100 /P
Onde:
Va = volume de HCI 0,1N utilizado na titulagéo;
Vb = volume de HCI 0,1N consumido pela prova do branco;
F = fator de correcdo do HCI 0,1N
N = normalidade;
5,75 = fator de transformacdo do nitrogénio em proteina;
0,014 = miliequivalente grama do nitrogénio;

P = peso da amostra em g.
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2.3.5 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido por diferenca dos demais constituintes da

composicdo centesimal (umidade, cinzas, lipideos e proteinas).

2.3.6 Valor Energético Total (VET)

O valor calorico das bebidas foi calculado utilizando os fatores de conversdo de
Atwater = (% proteina x 4) + (% lipideos x 9) + (% carboidratos x 4) (Watt; Merrill, 1963).

2.3 Andlise Estatistica

As respostas dos parametros analisados foram submetidas a analise de regresséo,
andlise de variancia (ANOVA) e andlise da superficie de resposta pelo programa
PROTIMIZA e STATISTIC com nivel de variancia a 5% (p<0,05). As andlises de
composicdo centesimal e valor caldrico total foram interpretadas pelo teste Tukey. O nivel de

significancia considerado foi de 5% (p<0,05) para todos 0s experimentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise dos Parametros Fisico-Quimicos de Kombuchas de Cha Verde (Camellia

sinensis L.)

As kombuchas analisadas apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatdrias
como cor, odor e sabor, quando comparadas ao estudo de Datora et al. (2023), durante todo o
periodo de fermentacdo, compreendendo o intervalo de tempo entre 3 a 15 dias. Foram
utilizados nos ensaios a quantidade de carboidrato/sacarose de 50 a 110 gramas por litro da
bebida. Esses pardmetros de tempo e quantidade de carboidrato foram definidos como
variaveis de influéncia sobre o processo de otimizacao.

Figura 1 — Kombuchas em processo de fermentagéo.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

O efeito das variaveis independentes no processo de fermentacdo das kombucha foram
avaliadas por meios das respostas fisico-quimicas como pH, acidez total titulavel, acidez
volatil, sélidos solliveis totais, ratio e teor alcdolico, os quais influenciam no padrdo final das
bebidas e possuem forte apelo sobre as caracteristicas funcionais da kombucha.

Os valores médios das andlises fisico-quimicas realizadas nos onze ensaios da

fermentacdo das kombuchas de cha verde estdo expostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores médios das analises fisico-quimicas das kombuchas de cha verde.

PARAMETRO

ENSAIO X1 X2 pH ATT AV SST RT TA
K1 -1 -1 3,73 5,20 38,87 5,0 0,13 0,0
K2 1 -1 3,58 6,24 56,52 7,5 0,11 0,0
K3 -1 1 3,55 18,03 49,77 7,5 0,36 0,2
K4 1 1 3,46 27,05 73,58 8,0 0,37 1,06
K5 -0 0 3,53 8,32 58,35 4,3 0,14 0,0
K6 +o 0 3,76 9,02 30,13 10,2 0,32 0,3
K7 0 -0l 3,77 6,24 58,27 7,4 0,11 0
K8 0 +o 3,64 10,41 107,39 8,3 0,10 1,8
K9 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 1,1
K10 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 1,1
K11 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 11

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X;: carboidrato; X,: tempo; pH: potencial hidrogenionico;
ATT: acidez total titulavel, AV: acidez volatil; SST: sélidos sollveis totais; RT: relagcdo sdlidos
soliveis totais/acidez volatil; TA: teor alcéolico.

3.1.1 pH

Conforme demostrado na tabela acima, foram estudadas 11 formulagbes com
guantidades de carboidrato e tempos de fermentacdo distintos, trazendo o pH das bebidas com
valores entre 3,46 a 3,77 (p<0,05). Os valores de pH encontrados no estudo estdo em
conformidade com os padrbes propostos pela legislacdo brasileira para kombucha, entre 2,5 a
4,2 (BRASIL, 2019) e dentro da faixa considerada segura para consumo humano. Valores de
pH abaixo de 2,5 apresentam alta concentracdo de acido acético, representando risco a saude
dos consumidores, enquanto que valores de pH > 4,2 podem comprometer a seguranca
microbioldgica da bebida (Cardoso et al., 2020).

Datora et al. (2023), ao analisarem o pH de kombuchas de cha verde, produzidas com
25 gramas de sacarose e fermentadas por 7 dias em temperatura constante de 25°C,
encontraram valores de pH inferiores aos encontrados nesse estudo, cerca de 2,92. Cardoso et
al. (2020) observaram valores de pH de 3,2 para kombuchas de cha verde produzidas com 50
gramas de sacarose apos fermentacdo por 10 dias a 25°C, resultado semelhante ao encontrado
nesse estudo.

O pH em kombucha mostra-se como uma resposta dependente das condicdes do
processo de fermentacdo, uma vez que as condicbes da biotransformacdo da bebida
modificam esse parametro, apresentando importancia no quesito de estabilidade do produto.

Nas formulagbes das kombuchas, é possivel perceber que somente a varidvel tempo
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influenciou sobre os valores de pH, como pode-se observar na Tabela 3 com os dados de
regressao.

Tabela 3 — Coeficiente de regressao para a resposta pH.

Coeficiente de

Fatores N Erro Padréo t calculado p-valor
Regressao

Média 3,60 0,02 165,29 0,0000
X1
X1?
X -0,12 0,03 -4,62 0,0012
X2
X1, X2

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X;: carboidrato; X,: tempo de fermentacao.

O resultado mostra que modelo parametrizado é significativo (p<0,05) para otimizacao
das respostas a partir dos coeficientes de regressdo conforme Equacédo 9 (Eg. 9).

Eq. (9)
Y2 = 3,60 = 0,12 Xz

Pela ANOVA (Tabela 4), verificou-se que para pH, o Fcal (F calculado) da regressdo
(21,4) em relacdo ao residuo é superior ao Ftab (F tabelado), indicando que o modelo é valido

e o coeficiente de correlacdo € aceitavel, com modelo explicando 70,36% dos resultados.

Tabela 4 - Analise de variancia ANOVA para 0 parametro pH.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado £ valor
Variagio Quadrados Liberdade Médio calc P
Regressao 0,1 1 0,1 21,4 0,00125
Residuos 0,0 9 0,0
Falta de Ajuste 0,0 7 0,0 201,5 0,00495
Erro Puro 0,0 2 0,0
Total 0,2 10

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R? = 70,36%.

A falta de ajuste do modelo na Tabela 4 apresentou p=0,00125 e, portanto,
significativo, elucidando que o pH durante o processo de fermentacdo das kombuchas sofreu

influéncia somente do tempo, sem alteracdes pelas diferencas de carboidrato (Figura 2).
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Figura 2 — Relagéo entre pH e tempo de fermentacéo.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Com o passar do tempo de fermentacdo, o pH das bebidas declina, como mostra a
Figura 2. Essa diminuicdo acontece de forma paralela ao aumento dos &cidos orgénicos que
sdo formados no decorrer do tempo de fermentacdo e pode ser observado na Figura 3 e na

Figura 4.

3.1.2 Acidez Volatil

Os resultados para acidez volatil identificados nos ensaios de kombucha foram de
30,13 a 107,39 (p<0,05), mostrando que os valores estdo dentro dos parametros propostos
pela legislacdo brasileira para acidez volatil, entre 30 a 130 mEg/L (BRASIL, 2019).

Esses dados estdo em sintonia com os achados de Datora et al. (2023) que analisaram
a acidez volatil de kombuchas de cha verde produzidas com 25 gramas de carboidrato e
fermentadas por 10 dias na temperatura de 25°C, encontrando cerca de 78,1 mEg/L.

O aumento da acidez durante a fermentacdo da kombucha ocorre geralmente devido a
producdo de acidos organicos, como os acidos glucurénico, glucénico, latico, mélico, citrico,
tartarico, folico, malénico, oxalico e pirGvico (Jayabalan et al., 2014).

A acidez volatil foi uma das respostas que sofreu influéncia do tempo de forma linear

e quadratica. E possivel observar os valores da analise de regressdo na Tabela 5.
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Tabela 5 — Coeficiente de regressdo para a resposta acidez volatil.

Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padréo t calculado p-valor
Média 36,60 5,38 6,81 0,0011
X1
X1?

X2 12,43 4,52 2,75 0,0252
X2 21,27 5,15 4,13 0,0033
X1 X2

O modelo experimental foi significativo (p<0,05), e excluindo o pardmetro sem
significancia sobre os resultados, foi estabelecido o modelo parametrizado Equacdo 10 (Eq.
10).

Eq. (10)
Ya=36,60+ 12,43 x2 + 21,27 %22

Pela ANOVA (Tabela 6), verificou-se que para a acidez volatil, o Fcal (F calculado)
da regressdo (12,3) em relacdo ao residuo é superior ao Ftab (F tabelado), indicando que o
modelo é valido e o coeficiente de correlacdo aceitavel, explicando 75,48% dos resultados.

Tabela 6 - Analise de variancia ANOVA para 0 parametro acidez volatil

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = valor
Variagdo Quadrados Liberdade M¢édio calc  PrValo
Regresséao 4032,5 1 2016,3 12,3 0,00361
Residuos 1309,9 8 163,7
Falta de Ajuste 1309,9 6 218,3 0
Erro Puro 0,0 2 0,0
Total 5342,4 10

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R? = 75,48%.

A falta de ajuste do modelo na Tabela 8 apresentou p=0,00361 e, portanto,
significativo, elucidando que a acidez volatil durante o processo de fermentacdo das
kombuchas sofreu influéncia do tempo de fermentacdo, de forma linear e quadratico, sem
alteracOes pelas diferencas de carboidrato (Figura 3).

Figura 3 — Relacdo entre tempo e acidez volatil.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Conforme a Figura 3, percebeu-se que a acidez volatil da kombucha declina até o 8°
dia de fermentacdo, tendo pico de crescimento constante a partir do 9° dia. Esse fato pode ser
elucidado pela forma como o processo de biotransformacdo da bebida acontece. Inicialmente
a formacdo de &cidos organicos apresenta-se baixa, tendo aumento sobre a ac¢do bioquimica da
conversdo de compostos em acidos. Os componentes que contribuem para essa formacdo sdo
0 teor de acucares e a quebra do alcool, convertidos em &cidos, predominando o &cido acético
(Jayabalan et al., 2014).

3.1.3 Sélidos Soliveis Totais

O teor de solidos soliveis totais encontrados nos 11 ensaios de kombucha variou entre
4,3 a 10,2 (p<0,05). Esses dados sdo expressos principalmente por aclcares e &cidos
organicos e medidos em °Brix na bebida.

S80 poucos os estudos que analisam a aceitacdo sensorial de kombuchas de cha verde,
mesmo a literatura apresentando uma quantidade significativa de trabalhos sobre a producéo
da bebida. Sensorialmente, grande parte dos consumidores de bebidas optam por opc¢des mais
adocicadas, principalmente no que se referem as kombuchas.

Datora et al. (2023) analisaram o mapa sensorial das preferéncias de consumidores em

kombuchas de chd verde elaboradas com adi¢cdo de 50 gramas de carboidrato e fermentadas
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por 10 dias a 25°C e relatam que a kombucha ideal foi caracterizada e preferida pelos
consumidores como doce apresentando cerca de 5 °Brix na opc¢do escolhida, com sabor suave
e cheiro suave. A indicacdo pelos consumidores de sabor suave e dogura no produto ideal
resultou em aumento de 1,8 no escore de preferéncia durante a investigacdo, quando
comparado com bebidas de teor menor de carboidrato.

Nesse contexto, é perceptivel que o teor de solidos soliveis totais das kombuchas
representa uma varidvel de influéncia sobre o seu processo de otimizagdo, levando em
consideracdo a preferéncia do sabor doce. Nisso, observamos que estatisticamente esse
parametro apresentou significincia, sofrendo influéncia do tempo e da quantidade de
carboidrato inserida na fermentagdo da bebida durante o seu processo produtivo. Os dados da

regressdo sobre os solidos sollveis podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Coeficiente de regressao para a resposta solidos soliveis totais.

Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrédo t calculado p-valor
Média 7,32 0,10 72,68 0,0000
X1 2,08 0,12 17,64 0,0000
X1?

X2 0,34 0,12 2,85 0,0216
Xo?
X1. Xo

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X;: carboidrato; X,: tempo de fermentacao.

O modelo experimental foi significativo (p<0,05), e excluindo o parametro sem
significancia sobre os resultados do ajuste final, foi estabelecido o modelo parametrizado
Equagdo 11 (Eqg. 11).

Eqg. (11)
Yi=7,32+2,08x +0.34x

Para a analise do modelo pela ANOVA (Tabela 8), verificou-se que para os sélidos
soluveis totais, o Fcal (F calculado) da regressdo (159,7) em relagcdo ao residuo é superior ao
Ftab (F tabelado), indicando que o modelo é vélido e o coeficiente de correlacdo 6timo, com

modelo explicando 97,56% dos resultados.

Tabela 8 — Analise de variancia ANOVA para o0 parametro solidos soliveis totais.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado p-
Variac&o Quadrados Liberdade Médio @l yvalor
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Regressao 35,7 2 17,8 159,7 0,0000
Residuos 0,9 8 0,1

Falta de Ajuste 0,9 6 0,1 0

Erro Puro 0,0 2 0,0

Total 36,6 10

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R? = 97,56%

A falta de ajuste do modelo na Tabela 8 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo, o
que pode ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-se
a hipdtese de que a equacdo do modelo € adequada para descrever os dados, permitindo gerar
as superficies de resposta (Figura 4).

Figura 4 — Superficie resposta do parametro solidos sollveis totais.

SST(Y)

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Conforme observado no grafico de superficie resposta do parametro solidos solliveis
totais (Figura 4), é possivel perceber que as zonas de coloragdo mais quente (vermelho-
alaranjado) representam as maiores quantidades de solidos soliveis identificados nas bebidas,
enquanto nas zonas menos quentes (verde-amarelado) visualiza-se as menores quantidades.

Assim, ao analisar a superficie de resposta para sélidos soliveis, observa-se que nao
h4 interacdo entre as varidveis independes (tempo e quantidade de carboidrato) e o que o
efeito € linear, ou seja, quanto maior o tempo de fermentacdo e/ou a quantidade de

carboidrato, maior sera o teor de solidos soliveis. Isso permite inferir que para obter
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kombucha mais doces o0 processo poderia ser otimizado com as maiores quantidades de

carboidrato e tempo de fermentacdo entre 7 a 15 dias.
3.1.4 Relagdo Sdlidos Sollveis Totais e Acidez Volatil
A relacdo solidos soliveis pela acidez volatil apresentou valores de 0,7 a 0,36 sobre a

relacdo do indice de agUcar/acido (p<0,05), observando sua andlise na Tabela 11.

Tabela 9 — Coeficiente de regresséo para a resposta ratio.

Fatores Coeficiente de Regressdo Erro Padréo t calculado p-valor
Média 0,21 0,02 9,83 0,0000
X1 0,06 0,02 3,11 0,0144
X2
X2
X2? -0,06 0,02 -3,12 0,0143
X1. X3

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X;: carboidrato; X,: tempo de fermentacéo.

Conforme a Tabela 9, o modelo experimental foi significativo (p<0,05) com dados
parametrizados, excluindo o parametro sem significAncia sobre os resultados do ajuste final,
estabelecendo a Equacdo 13 (Eq. 13).

Eqg. (13)
Ys=0,21+ 0,06 x1 - 0,06 x22

Para a analise do modelo pela ANOVA (Tabela 10), verificou-se que para os sélidos
soliveis totais, o Fcal (F calculado) da regressdo (9,7) em relacdo ao residuo é superior ao
Ftab (F tabelado), indicando que o modelo € valido e o coeficiente de correlacdo aceitavel,
com modelo explicando 70,79% dos resultados.

Tabela 10 — Analise de variancia ANOVA para 0 parametro ratio.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = valor
Variacdo Quadrados Liberdade Médio cale P
Regressao 0,1 2 0,0 9,7 0,00728
Residuos 0,0 8 0,0
Falta de Ajuste 0,0 6 0,0 0
Erro Puro 0,0 2 0,0
Total 0,0 10

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R? = 70,79%.
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A falta de ajuste do modelo na Tabela 10 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo,
0 que pode ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-
se a hipotese de que a equacdo do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo
gerar as superficies de resposta (Figura 5).

Figura 5 — Superficie resposta para o parametro relacdo SST/AV.
18
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Observando o grafico de superficie resposta do ratio (relagdo sdlidos soliveis e acidez
volatil), é possivel perceber que as melhores respostas encontram-se na faixa entre 100 a 120
gramas de carboidrato em um tempo a partir de 4 a 7 dias. O ratio apresenta-se como relacao
de significativa importancia onde a relacdo entre a docgura (proveniente dos acglcares) e a
acidez (proveniente de acidos organicos) afeta o sabor percebido, influenciando a escolha e o

consumo do produto.
3.1.5 Teor Alcdolico

O teor alcdolico encontrado nas kombuchas de cha verde desse estudo expressou
valores entre 0,0 a 1,1 %v/v. Estes teores configuram a bebida sem e com alcool, dependendo
da formulacdo escolhida, conforme a legislacdo brasileira que preconiza entre 0,0% a 0,5%
para kombucha sem alcool e 0,6% a 0,8% para kombucha com alcool (BRASIL, 2019).

Conhecer o teor alcdolico da bebida pode determinar a aceitacdo e o direcionamento de
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publico para consumo do produto e frequéncia, bem como sua influéncia sobre as
caracteristicas sensoriais da bebida.

O estudo de Yan et al. (2024) analisou kombuchas de cha verde produzidas com 150
gramas de carboidrato/sacarose, fermentadas por 7 dias na temperatura de 25°C e obteve teor
alcoolico de 1,83%v/v, valor superior aos teores encontrados nesse estudo. Eles evidenciaram
que a relacdo entre maiores quantidades de carboidrato proporcionam formacdo de maiores
teores alcoolicos em kombuchas.

Os resultados das andlises das bebidas para a resposta teor alcoolico descrevem uma
resposta significativa sobre o olhar estatistico, podendo ser observado na Tabela 11 com o
coeficiente de regressao.

Tabela 11 — Coeficiente de regressdo para a resposta teor alcoolico.

Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrédo t calculado p-valor
Média 0,95 0,14 7,01 0,0001
X1
X1? -0,48 0,13 -3,68 0,0062
X 0,48 0,11 4,17 0,0031
Xo?

X1, Xo

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X;: carboidrato; X,: tempo de fermentacao.

Conforme a Tabela 11 a resposta para teor alcoolico sofreu influéncia de forma
quadratica da quantidade de carboidrato e de forma linear do tempo, o modelo experimental
foi significativo (p<0,05) trazendo para otimizagdo das respostas a partir dos coeficientes de
regressdo, estabelecendo a Equacdo 14 (Eq. 14).

Eq. (14)
Ys=10,95-0,48 xi* + 0,48 x2

Para a andlise do modelo pela ANOVA (Tabela 12), verificou-se que para teor
alcdolico o Fcal (F calculado) da regresséo (15,5) em relacdo ao residuo é superior ao Ftab (F
tabelado), indicando que o modelo é valido e o coeficiente de correlacdo aceitavel, com

modelo explicando 79,48% dos resultados.

Tabela 12 — Analise de variancia ANOVA para o parametro teor alcéolico.
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Fonf[e de Soma dos G_raus de Quadrgdo F val
Variacdo Quadrados Liberdade Médio cale  prvaior
Regresséo 3,2 2 1,6 15,5 0,00177
Residuos 0,8 8 0,1
Falta de Ajuste 0,8 6 0,1 463,8 0,00215
Erro Puro 0,0 2 0,0
Total 4,1 10

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R? = 79,48.

A falta de ajuste do modelo na Tabela 12 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo,
0 que pode ocorrer quando a falta de ajuste € baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-
se a hipotese de que a equacdo do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo
gerar as superficies de resposta (Figura 6).
Figura 6 — Superficie resposta para o parametro teor alcoolico.

ALCOOL (Y,
o

-2

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

E possivel observar pela Figura 6 que a variagdo do teor alcolico concentrou o0s
maiores valores entre as quantidades medias de carboidrato cruzando os maiores tempos
(dias) de fermentacdo, podendo ter preferéncia conforme o grau de dogura da bebida.

Considerando que as analises realizadas nas kombuchas apresentaram resultados
significantes (p<0,05), no compilagdo dos dados, é perceptivel a influéncia que as variaveis
independentes quantidade de carboidrato e tempo de fermentacdo representam sobre o

processo de preparacdo de kombucha.
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3.2 Otimizacdo das Bebidas de Kombucha

Os pardmetros de influéncia direta investigados na producdo das kombuchas foram o
tempo de fermentacdo e a quantidade de carboidrato. Esses parametros influenciaram de
forma significativa (p<0,05%) as variaveis indireta, tais como os solidos soliveis totais, a
relacdo entre solidos sollveis totais/acidez volatil e o teor alcoolico.

Os resultados das andlises das bebidas orientaram a escolha da melhor formulacéo
entre os 11 ensaios estudados. De acordo com a Instrucdo Normativa n° 41 (BRASIL, 2019),
juntamente com as respostas das varidveis indiretas, a formulacdo K06 foi indicada como o
melhor ensaio. Esta formulagdo utilizou um tempo central empregado no delineamento de 9
dias com a maior quantidade de carboidratos, sendo 110 gramas, alcancando condicGes
tecnoldgicas favoraveis.

Levando em consideracdo a reducdo no tempo de fermentacdo como fator que
apresenta impacto sobre a viabilidade econ6mica e de mercado, otimizou-se 0 processo e
apresentou-se, como comparacdo a melhor formulagdo apontada pelas anélises dos 11 ensaios,
uma nova bebida, dispondo da maior concentracdo de carboidrato estudada no delineamento
(110 gramas) em um periodo de tempo de 7 dias, denominada K12.

Apo6s a otimizacdo das bebidas, foi feita uma andlise comparativa entre a formulacéo
eleita K06, o ensaio do ponto central do delineamento (K09) e uma sugestdo de bebida
otimizada apontada com as respostas do delineamento para um melhor custo-beneficio
aproximando-se dos valores de eleicdo. Alinhados a esses parametros, os ensaios K06 (110
gramas de carboidrato em 9 dias de fermentagdo), K09 (75 gramas de carboidrato em 9 dias
de fermentacdo) como ponto central e K12 (110 gramas de carboidrato em 7 dias de
fermentacdo) foram direcionados para as andlises de composicdo centesimal das bebidas para

analise e caracterizagcdo fisico-quimica das kombuchas.

3.3 Composicdo Centesimal e Valor Energéetico Total de Kombuchas de Cha Verde

(Camellia sinensis L.)

Os melhores ensaios definidos pelo delineamento experimental mostraram uma bebida
com aspecto indicativo para uma boa aceitacdo pelo mercado consumidor. A imagem do

envase da bebida pode ser visualizado na Figura 8.
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Figura 7 — Kombucha envasada durante analises.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

As formulagbes escolhidas foram submetidas a anélise de sua composicdo centesimal
e determinacdo do valor energético total, tendo seus dados mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — Composicdo centesimal e valor energético total das kombuchas.

A ENSAIO
PARAMETRO
K6 K9 K12

UMIDADE 87,92 + 0,04 87,86 + 0,040 90,17 + 0,02
CINZAS 0,04 + 0,015 0,04 + 0,00% 0,05 + 0,002
PROTEINAS 0,01 + 0,00 0,02 + 0,00 0,05 + 0,00
LIPIDIOS 0,03 + 0,00 0,03 + 0,00° 0,06 + 0,00
CARBOIDRATOS 12,00 + 0,03 12,05 + 0,05 9,67 + 0,020
VET* 48,24 + 0,142 48,46 + 0,19 39,39 + 0,10P

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Média + Desvio-padrdo. Letras distintas diferem estatisticamente
(p<0,05). Legenda: *VET - valor energético total.

Conforme a Tabela 13, o teor de umidade das kombuchas variaram entre 87,86% a
90,17% nas bebidas (p<0,05). Estudo como o de Cabral e Paula (2021) analisaram kombuchas

de cha verde produzidas com concentracfes de carboidrato entre 50 a 100 gramas por litro,
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fermentadas por 10 dias e apresentaram teores entre 90,2% a 96,8%, valores semelhantes aos
encontrados nas kombuchas analisadas nesse estudo.

Para Silva et al. (2024) em andlise do teor de umidade de kombucha fermentada com
100 gramas de sacarose por litro no periodo de 10 dias, encontraram o valor de 95,35,
superior aos teores encontrados em todos 0s ensaios analisados nessa pesquisa.

O teor de umidade na kombucha pode alterar dependendo de fatores como 0 processo
de producdo e os ingredientes utilizados. No entanto, a kombucha é geralmente composta
principalmente de &gua, uma vez que é feita através da fermentacdo do cha verde,
apresentando um teor de umidade mais elevado.

Fazendo um comparativo entre bebidas populares, observamos que o teor de umidade
varidvel. A agua pura tem um teor de umidade de 100%, pois ndo contém nenhum outro
componente além de H20. Refrigerantes comuns podem ter um teor de umidade de
aproximadamente 90 a 95%, ja que contém agua como ingrediente principal, juntamente com
acucar, aromatizantes e outros aditivos (Darkwah et al., 2020).

O teor de umidade em sucos de frutas geralmente esta na faixa de 85 a 95%,
dependendo do tipo de fruta e de como o suco é processado. Alguns sucos podem ter um teor
de umidade mais alto se ndo forem concentrados (Darkwah et al., 2020).

Outro ponto analisado nas bebidas foi o teor de cinzas, compreendendo entre 0,04% a
0,05%. A cinza é o residuo mineral que resta apds a queima completa de um material
organico. Em kombucha, os minerais sdo provenientes dos ingredientes utilizados no cha,
como as folhas de cha e o aclcar, bem como de qualquer adicdo de frutas, ervas ou outros
ingredientes durante a fermentacdo (Silva et al., 2024).

O estudo de Silva et al. (2024), analisou uma kombucha elaborada com 100 gramas de
carboidrato e fermentada por 10 dias apresentou teor de cinzas referente a 0,04%. Esse valor
esta em sintonia com os dados apresentados pelas kombuchas analisadas nesse estudo.

Em geral, o teor de cinzas em kombucha tende a ser relativamente baixo, uma vez que
a maior parte dos sdlidos minerais € consumida durante o processo de fermentacdo pelas
bactérias e leveduras presentes na cultura simbiotica de bactérias e leveduras. No entanto,
pequenas quantidades de minerais podem permanecer na bebida final, contribuindo para seu
perfil nutricional (Silva et al. 2024). Os valores medios de cinzas em cha verde varia entre
0,22% a 1,15% (Silva; Silva; Michelin, 2013).

Na analise de determinacdo de proteinas das kombuchas encontrou-se valores entre
0,01% a 0,05%, mostrando diferenca significativa entre os ensaios analisados. E possivel

observar que, no estudo de Cabral e Paula (2021) foram analisadas kombuchas de cha verde e
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obteve-se teores de proteinas entre 0,1% a 0,2%, acima do encontrado nesse estudo. O autor
relata que os teores de proteinas foram influenciados pela adicdo de frutas na fermentacdo das
bebidas, 0 que alterou essa composicao.

A quantidade de proteinas na kombucha geralmente é muito baixa, muitas vezes
insignificante. A maior parte dos nutrientes presentes na kombucha é proveniente do cha e do
acucar que sdo fermentados durante o processo de fermentacdo. No entanto, é possivel que
tracos minimos de proteinas possam estar presentes devido a presenca de residuos de matéria
organica ou bactérias presentes no SCOBY.

O teor de lipideos ou extrato etéreo das bebidas analisadas nesse estudo variaram entre
0,03% a 0,06% (p<0,05) nos ensaios analisados. O teor de lipidios em kombuchas é baixo.
Como resultado do processo de fermentacdo, que geralmente dura de 7 a 14 dias na grande
maioria dos estudos, o teor de lipidios tende a ser minimo. Os lipidios sdo geralmente
encontrados em quantidades muito pequenas ou ausentes em bebidas fermentadas como o
kombucha.

No entanto, a composicdo exata do kombucha pode variar dependendo dos
ingredientes utilizados, do tempo de fermentagdo, das condiches de fermentacdo e de outros
fatores. Algumas marcas comerciais de kombucha podem adicionar ingredientes adicionais,
como sucos de frutas ou Oleos essenciais, que podem afetar a composicdo nutricional,
incluindo o teor de lipidios. Recomenda-se sempre verificar os rotulos nutricionais para obter
informacdes especificas sobre os teores de nutrientes em uma marca especifica de kombucha.

Os carboidratos totais das bebidas de kombucha analisadas nesta pesquisa variaram
entre 9,67% na kombucha com 7 dias de fermentacdo; e 12-12,05% nas kombuchas com 9 das
de fermentacdo, sendo o nutriente com a maior concentragdo na composicdo da bebida. Isso
ocorre porque O acucar, especificamente a sacarose, € um dos principais ingredientes na
producdo da kombucha, e seus niveis variam conforme o tempo de fermentacdo, apresentando
pico de maior consumo no 7 dia para a producdo de &cidos organicos (Datora et al., 2023).

Durante 0 processo de fermentacdo, as bactérias e leveduras presentes na cultura
SCOBY consomem uma parte do aclcar adicionado inicialmente ao cha. Isso resulta na
producdo de é&cido acético, &cido glucurdnico, &cido lactico e gas carboénico, entre outros
compostos, e reduz o teor de aglcar na bebida final. No entanto, uma certa quantidade de
acucar ainda pode permanecer, dependendo de quanto foi consumido durante a fermentacdo
(Cardoso et al. 2020).

O valor energético total das kombuchas mostraram valores entre 39,39 kcal a 48,46

kcal, conforme 100 mL do produto. Esses resultados mostram que kombucha é uma bebida
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conhecida por ter um valor energético relativamente baixo em comparagdo com muitas outras
bebidas acucaradas. 1sso ocorre porque a fermentacdo do cha reduz significativamente o teor
de acucar, resultando em menos calorias na bebida final. No entanto, o valor energético exato
pode variar dependendo dos ingredientes especificos e do processo de fabricacdo de cada
marca de kombucha.

Nesse sentido, processo de otimizacdo do kombucha envolve varias etapas e
consideracOes para garantir a producdo de uma bebida de alta qualidade. Entender as variaveis
que afetam o processo influencia de forma positiva a determinacdo das melhores condicOes de
producdo. Ao otimizar esses aspectos do processo de producdo de kombucha, os produtores
podem garantir uma bebida de alta qualidade, com sabores consistentes e caracteristicas
desejaveis. A experimentacdo e 0 ajuste continuo sdo muitas vezes necessarios para atender as
preferéncias do consumidor e as demandas do mercado.

Como aparato de escolha sobre o olhar da composicdo centesimal, a formulacdo K12

sobressaiu-se entre as demais, apresentando as melhores respostas sobre essas anlises.
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CONCLUSOES

As condicbes de fermentacdo estudadas para a obtencdo da kombucha de chad verde
com as varidveis diretas de quantidade de carboidrato e tempo de fermentacdo foram
significativas para a definicdo da melhor bebida.

Todos 0s ensaios apresentaram resultados satisfatorios nas analises fisico-quimicas
avaliadas como respostas as condicGes de otimizacdo, sobressaindo com significAncia as
analises de solidos sollveis totais, relacdo solido sollveis totais/acidez volatil e teor alcdolico,
conforme a regresséo.

O ensaio K6, combinou a quantidade de carboidrato de 110 gramas fermentado em 9
dias, mostrou-se com as melhores condicdes sobre o ponto de vista tecnoldgico para a bebida.

A composicdo centesimal das kombuchas apresentou umidade adequada e quantidades
insignificantes para teor de cinzas, proteinas e lipidios, baixa concentracdo de carboidratos e
valor energético total para classificacdo de bebida com baixo valor energético, podendo
apresentar que a nova formulacdo apontada pelo delineamento, K12 elaborada com 110
gramas de carboidrato e fermentada por 7 dias, sobressaiu-se como a melhor sobre o processo
de otimizacéo.

O estudo apresenta grande relevancia por direcionar a producdo de kombucha para
uma investigacdo assertiva sobre o impacto do consumo da bebida na saide humana e valor

comercial do produto.
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O manuscrito “lIdentificacdo de Compostos Fenolicos em Kombuchas de Cha Verde
(Camellia sinensis L.) Produzidas em Diferentes Condigdes™ sera submetido a revista
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Alves da Silva
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RESUMO

A kombucha &€ uma bebida milenar fermentada por uma cultura simbiotica de bactérias e
leveduras, resultando em uma bebida &acida e levemente gaseificada com fitoconstituintes
nutricionais importantes, especialmente compostos fenolicos com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias e antimicrobianas. Esses compostos reduzem os riscos de doencas e sdo de
grande interesse para os consumidores. O conteudo da kombucha varia conforme as espécies
microbianas e as condicdes de fermentacdo, como tempo e temperatura, tipo de chd e
guantidade de carboidrato. A identificacdo precisa dos compostos fendlicos € crucial para
garantir a qualidade e a aceitacdo do produto, além de atender as exigéncias regulatorias e
promover seguranga para o consumidor. O estudo objetivou identificar compostos fendlicos
em trés kombuchas de chd verde produzidas em diferentes condicdes. Foram analisados
quatro extratos das bebidas para a determinacdo do melhor solvente de extracdo de compostos
fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau. A identificacdo dos compostos foi realizada
por cromatografia liquida de alta performance. Como resultado, o conteddo de compostos
fendlicos totais ndo diferiu entre os quatro extratos analisados, sendo escolhida como melhor
condicdo a combinagdo de etanol 100% + metanol 100%, por sua melhor estabilidade para a
kombucha. Na andlise cromatografica, foram identificados quatro componentes com
propriedades bioativas: acido clorogénico, cafeina, rutina e acido cindmico. Esses compostos
desempenham um papel crucial na garantia da qualidade e aceitacdo do produto, alem de
atender as exigéncias regulatorias e promover a confianca do consumidor. S&o necessarios
outros estudos complementares para analisar a quantificacdo dos compostos nas bebidas
estudadas, proporcionando assim uma investigacdo completa do contetdo alvo.

Palavras-chave: Bebida Funcional. Composicdo. Fendlicos. Bioatividade.
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ABSTRACT

Kombucha is an ancient drink fermented by a symbiotic culture of bacteria and yeast,
resuting in an acidic and lightty carbonated drink with important nutritional
phytoconstituents, especially phenolic compounds with antioxidant, anti-inflammatory and
antimicrobial properties. These compounds reduce the risk of disease and are of great interest
to consumers. The content of kombucha varies depending on the microbial species and
fermentation conditions, such as time and temperature, type of tea and amount of
carbohydrate. The accurate identification of phenolic compounds is crucial to ensure product
quality and acceptance, in addition to meeting regulatory requirements and promoting
consumer safety. The study aimed to identify phenolic compounds in three green tea
kombuchas produced under different conditions. Four beverage extracts were analyzed to
determine the best solvent for extracting total phenolic compounds using the Folin-Ciocalteau
method. The identification of compounds was carried out by high-performance liquid
chromatography. As a result, the content of total phenolic compounds did not differ between
the four extracts analyzed, with the combination of 100% ethanol + 100% methanol being
chosen as the best condition, due to its better stability for kombucha. In the chromatographic
analysis, four components with bioactive properties were identified: chlorogenic acid,
caffeine, rutin and cinnamic acid. These compounds play a crucial role in ensuring product
quality and acceptance, as well as meeting regulatory requirements and promoting consumer
confidence. Other complementary studies are needed to analyze the quantification of
compounds in the studied drinks, thus providing a complete investigation of the target
content.

Keywords: Functional Beverage. Composition. Phenolics. Bioactivity.
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1 INTRODUCAO

A kombucha é uma bebida milenar com grande potencial devido as suas propriedades
funcionais. A infusdo de folhas de cha verde (Camellia sinensis L.) adicionada de agucar é
fermentada por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY), resultando em uma
bebida acida e levemente gaseificada. A bebida contém fitoconstituintes com relevante valor
nutricional, dentre os quais se destacam o0s compostos fendlicos, conhecidos por suas
caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatorias e sua associacdo com a diminuicdo dos riscos
de diversas doencas (Silva-Janior et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo uma classe de metabdlitos secundarios derivados de
plantas, bem reconhecidos por reduzirem os riscos de doencas. Assim, hd grande interesse em
descobrir novas fontes de antioxidantes fenolicos naturais para aplicacdo na rotina alimentar
como suplementos dietéticos pelos consumidores e/ou como ingredientes nas indUstrias
alimenticia e farmacéutica (Silva et al., 2019).

Pesquisas mostraram que o conteido de compostos do cha de kombucha variam em
termos de espécies microbianas e concentracdo de metabdlitos, como &cidos organicos, etanol
e acucares, vitaminas e componentes bioativos. Além disso, diversas varidveis tém sido
utilizadas em pesquisas recentes para avaliar os perfis das kombuchas, sendo o tempo e a
temperatura 0s parametros mais criticos para os bioprocessos (Fabricio et al., 2022; Neffe-
Skocinska et al., 2017).

Nesse sentido, a identificacdo de compostos fendlicos apresenta grande importancia
em kombuchas, devido as suas reconhecidas propriedades funcionais, que contribuem
significativamente para a promocdo da salde e a prevengdo de doengas. Esses compostos
também sdo responsaveis por diversas caracteristicas sensoriais, incluindo sabor, aroma e cor,
influenciando diretamente a qualidade e a aceitacdo dos produtos pelos consumidores. Além
disso, o controle dos niveis de fenolicos é essencial para a indUstria alimenticia, pois permite a
padronizagdo e a garantia da estabilidade dos produtos, atendendo as exigéncias regulatorias e
de mercado da instrucdo normativa n® 43/19 (Brasil, 2019; Datora et al., 2023).

Portanto, a andlise precisa do conteldo desses componentes € crucial para a industria
alimenticia, servindo como um parametro de autenticidade e pureza, promovendo a confianca
do consumidor e permitindo uma rotulagem mais precisa sobre os beneficios nutricionais da
bebida. Neste contexto, o estudo teve como objetivo identificar compostos fendlicos em

kombuchas de ché verde produzidas em diferentes condicdes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Elaboragio das Kombuchas

Os insumos da producdo de kombucha como cha verde e carboidrato (aclcar refinado
de cana-de-acUcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piaui, Brasil em
um unico lote. O consércio de microrganismos de bactérias e leveduras (SCOBY) foi
adquirido em loja virtual do comércio nacional.

As bebidas analisadas no estudo foram produzidas conforme a metodologia descrita
por Cardoso et al. (2020) com algumas modificagdes. O chd verde das folhas de Camellia
sinensis L. foi preparado na concentracdo padrdo de 10 gramas de folhas selecionadas
infundidas em 1L de agua mineral com pH 8,34, aquecida a 100°C e com imersdo das folhas
durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento desligada. Ap6s o periodo
infusdo, o cha foi filtrado em papel fitro e alocado em recipiente de vidro até atingir
temperatura ambiente.

Com o cha nas condi¢bes de temperatura ambiental adicionou-se 0 SCOBY simbidtico
de bactérias e leveduras como agente de fermentacdo na quantidade de 9,5% de ml,
juntamente com 100 mL/L do ché de iniciacdo e elaboraram-se trés condicdes de producdo de
kombuchas, escolhidas em delineamento estatistico. As amostras foram divididas em: K1
comportando 110 gramas de sacarose fermentada por 9 dias; K2 contendo 75 gramas de
sacarose fermentada por 9 dias; e K3 com adicdo de 110 gramas de sacarose fermentada por 7
dias. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
marca Quimis, com faixa de trabalho -10°C a 60°C, com temperatura controlada e fixada em
25°C.

2.2 Preparagéo dos Extratos

Foram preparados extratos com as amostras de kombucha seguindo a metodologia
proposta por Rufino et al. (2010) com algumas adaptacGes. Os extratos das amostras foram
preparados colocando 10g da amostra no tubo falcon de 50 mL e acrescentando em seguida
proporgdes distintas de reagentes: a) amostra + 8 mL de metanol 50%; b) amostra + 4 mL de
alcool (70%) + 4 mL de metanol (50%); c) amostra + 2 mL de &cido acético (2,5%) + 6 mL
de metanol (100%); d) amostra + 4 mL de etanol (100%) + 4 mL de metanol (100%) (Zhou et
al., 2022).
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O material foi homogeneizado e levado ao ultrassom (Ultra Cleaner 1600) por 30
minutos, seguindo-se a centrifugacdo por 15 minutos a 4000 rpm, com posterior recolhimento
do sobrenadante em um baldo, reservando-o. Realizou-se a filtracdo no papel filtro,
adicionou-se agua destilada para completar 10 mL e foi armazenado a - 6°C na auséncia de

luz para posterior leitura.

2.3 Determinacdo de Fendlicos Totais

O conteudo de compostos fenolicos nos extratos foi determinado por
espectofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSS, 1965). Uma
aliquota de 0,1 mL do extrato foi misturada com 2 mL de agua milli-Q, 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de sodio 20% em baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se 0 volume com &gua milli-Q. Apo6s 2 horas de repouso em auséncia de luz e
temperatura ambiente, efetuou-se a leitura das absorbéncias a 765 nm em espectrofotometro
(BEL 1102).

Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de &cido galico (EAG) por
100 g de amostra. A concentracdo de fenolicos totais foi obtida por meio da interpolacdo das

absorbancias em uma curva padrdo de &cido galico construida previamente.

2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-
PDA)

A andlise foi realizada em cromatdgrafo analitico, Shimadzu modelo LC-20 A.
Controlador CBM-20A, detector UV-visivel com arranjo de diodos (PDA), modelo SPD-M20
A, desgaseificador DGU-20A3, software de solucbes CL (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um).

Os padrdes de éacido cinamico, é&cido clorogénico, é&cido galico, &cido quinico,
apigenina, 4&cido caféico, crisina, é&cido ferdlico, floroglucinal koempferol, luteolina,
quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich®. Para os solventes da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA), foram utilizados agua
ultrapura (sistema 18,2 MQ cm da Elga Purelab Option-Q), acetonitrila e &cido foérmico, grau
HPLC da marca Vetec®.



107

As amostras K1, K2 e K3 e os padrdes foram filtrados em cartucho de extracdo em
fase solida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 pm. A eluigao
foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e uma fase mdvel de uma mistura
de agua + 0,1% de &cido formico (A) + 100% de acetonitrila (B), que foram bombeadas a
uma vazdo de 1,0 mL/min, injecdo de 10 puL das amostras na concentragdo de 1,0 mg/mL e
temperatura do forno da coluna de 40 °C. Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm. A
identificacdo dos compostos quimicos nas fracfes foi realizada comparando o tempo de
retencdo (Rt) e os espectros de UV com aqueles obtidos pela injecdo de padrdes preparados
nas mesmas condigdes. As amostras passaram previamente por processo de ‘“clean-up” em

cartucho Chromabond® C18-EC (previamente ativado com metanol).
2.5 Andlise Estatistica
Os dados de compostos fendlicos nos extratos foram analisados pelo método Fatorial,

analisando as relacbes entre variaveis para identificar grupos de varidveis que formam

dimensdes latentes (fatores) no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).



108

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de determinacdo de fendlicos totais e a identificacdo dos

compostos das bebidas de kombucha estdo descritos a seguir.

3.1 Determinacdo de Compostos Fenolicos Totais

Os fendlicos totais sdo uma ampla classe de metabolitos secundarios encontrados em
vegetais, caracterizados por conter pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos
hidroxila ligados diretamente. Esses compostos podem contribuir para a cor, sabor e
propriedades antioxidantes dos alimentos de origem vegetal. O conteudo fendlico encontrado

nos extratos de diferentes kombuchas estédo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise do perfil de fendlicos totais dos extratos de kombuchas

EXTRATO (GAE/mg)

AMOSTRA M A (70%) + M Aa (2,5%) + M E (100%) + M
(100%) (50%) (100%) (100%)
K1 11,1237 10,0624 11,7107 12,68°A
K2 10,7957 8,875A 11,8204 11,46°A
K3 11,4584 6,950A 11,134 11,434

Fonte: Dados da pesquisa (2024). Legenda: M = metanol; A = alcool; Aa = acido acético; E = etanol.
Letras maiGscula comparam linhas e letras minGsculas comparam colunas.

Observando a Tabela 1, os resultados dos extratos das bebidas de kombucha
apresentaram valores entre 10,06 a 12,68 na K1, 8,87 a 11,82 na K2 e 6,95 a 11,45 na amostra
K3, respectivamente. Estatisticamente o0s resultados encontrados ndo mostraram diferenca
significativas (p<0,05%) quando comparados sobre os seus fatores.

Os achados de Datora et al. (2023) com a andlise de kombuchas elaboradas com
adicdo de 25 gramas de sacarose e fermentadas por 7 dias mostraram resultados maiores,
cerca de 417,21 (GAE/mg), quando comparados com os valores descritos neste estudo.

Nos dados de Zheng et al. (2024) em pesquisa com kombuchas produzidas com adicao
de 150 gramas de sacarose e incubadas por 7 dias, foi possivel observar teores elevados da
composicdo fendlica presente nas bebidas, trazendo o valor de 365,16 (GAE/mg) quando
comparadas com as identificadas neste estudo.

Essas diferencas na composicdo fendlica da kombucha € altamente influenciada pelo
tipo de cha utilizado como substrato, que pode variar em termos de origem geografica,

método de processamento e variedade da erva (Leal et al., 2018). Além disso, o tempo e as
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condicBes de fermentacdo, como temperatura, pH e a concentracdo inicial de acUcares, podem
afetar significativamente a producdo de compostos fendlicos (Villarreal-Soto et al., 2018).

A microbiota especifica das culturas de kombucha, que pode diferir entre estudos,
também desempenha um papel crucial, uma vez que diferentes cepas de bactérias e leveduras
tém capacidades distintas de biossintese e degradacdo de compostos fendlicos (Jayabalan et
al., 2014).

As técnicas analiticas utilizadas para quantificacdo dos compostos fendlicos, incluindo
0 tipo de solvente de extracdo e os metodos de detecgdo e quantificacdo, podem introduzir
variacdes nos resultados obtidos (Jayabalan et al., 2014).

Neste contexto, essas diferencas de teores puderam mostrar que, os dados contidos
deste estudo ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao tipo de extrato elaborado. O
extrato escolhido para o seguimento da andlise de identificacdo das amostras foi o que
comportou etanol 100% + metanol 100%. A composicdo deste extrato entre kombucha e
reagentes representa maior estabilidade por ser um componente hidroalcoolico polar na
resposta de extracdo, quando comparado com os demais solventes, equilibra a polaridade e a
capacidade de dissolugdo, maximizando a extracdo de uma ampla gama de compostos
fendlicos (Datora et al., 2023).

3.2 ldentificacdo de Compostos Fenolicos por HPLC-PDA

Os compostos fenolicos identificados nas amostras de kombuchas mostraram a
presenca de alguns componentes. Os extratos analisados obtiveram respostas sobre 0s
mesmos compostos, como mostra a Figura 1. Nesta andlise, foi possivel identificar quatro
compostos fendlicos no canal de 254 nm, sendo estes a cafeina, a rutina, acido cinamico e

acido clorogénico.
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Figura 1. Cromatograma das kombuchas de cha verde.

[

Fonte: Dadas da pesquisa (2024). Legenda: vermelho: K1; rosa: K2; lilas: K3.

O tempo de retencdo e a localizacdo de cada componente pode ser visualizado nas
Figuras 2, 3,4,5¢e6.

Figura 2. Idenficacdo de compostos em kombuchas no canal 254 nm.
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024).

Conforme a Figura 2, todos os componentes identificados na corrida da coluna no
canal 245 nm foram expressos até o tempo de 20 minutos. Esses dados foram sobrepostos
sobre os padrdes de cada composto para sua efetiva confirmagao.

O primeiro composto a ser identificado na cromatografia liquida de alta performance

foi o acido clorogénico, expresso no tempo de retengdo em 10.6 minutos. Sua visualizagdo
pode ser mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Retencdo do composto &cido clorogénico.
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024).

O écido clorogénico ¢ um composto fendlico amplamente distribuido em plantas,
especialmente em café, frutas e vegetais. Ele € um éster do acido cafeico e do acido quinico e
¢ conhecido por suas propriedades antioxidantes e potenciais beneficios para a salde. Possui
como formula molecular C16H1809 e desempenha efeitos como propriedades antioxidantes,
acdo antinflamatoria, controle glicémico e salde cardiometabdlica (Matsui et al., 2007;
Suzuki et al., 2006).

O segundo composto identificado na andlise foi a cafeina, com tempo de retengdo em

10,7 minutos. A visualizacdo da sua identificacdo pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4. Retencdo do composto cafeina.
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024).

A cafeina é um alcaloide natural, pertencente ao grupo das xantinas. E conhecida
principalmente por sua presenca no café, mas também é encontrada em cha verde, chocolate,
bebidas energéticas e alguns medicamentos. Possui como férmula molecular C8H10N402 e
apresenta alguns beneficios relacionados ao seu uso, como melhora no desempenho cognitivo
(Eindther; Giesbrecht, 2013), aumento da capacidade fisica (Guest et al., 2021), propriedade
antioxidante e reducdo do risco de doengas neurodegenerativas (Sun; Shahrajabian, 2023).

O terceiro componente identificado na andlise foi a rutina, com tempo de retencdo em

13,7 minutos. A visualizagcdo da sua identificacdo pode ser observada na Figura 5.



Figura 5. Retengdo do composto rutina.
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A rutina, também conhecida como vitamina P, rutosideo ou quercetina-3-O-rutindsido,

¢ um bioflavondide glicosido que € encontrado em varias plantas, chés, trigo sarraceno, frutas

citricas e folhas de eucalipto, tem formula molecular C27H30016. E um composto quimico

conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatoria, com acéo sobre a salde

cardiovascular e prevencdo das desordens neurodegenerativas (Pandey et al., 2021).

A rutina pode ser considerada um agente anticancerigeno seguro, com poucos ou

limitados efeitos colaterais (como MDR (resisténcia a mdltiplos medicamentos)) em

comparacdo com outras terapias contra o cancer, incluindo cirurgia, terapia com células-

tronco, radioterapia, quimioterapia/imunoterapia, e terapia fotodindmica (Pandey et al., 2021).

O quarto componente identificado na andlise foi o &cido cindmico, com tempo de

retencdo em 14,9 minutos. A visualizacdo da sua identificacdo pode ser observada na Figura

6.
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Figura 6. Retencdo do composto acido cinamico.
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O 4cido cindmico é um composto quimico presente em diversos vegetais. E conhecido
por seu aroma caracteristico que lembra a canela e possui propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatorias. O acido cindmico é um composto versatii com mltiplas
aplicacbes, principalmente devido a sua estrutura quimica que permite uma variedade de
reagOes quimicas e sua presenca natural em varias plantas aromaticas (Lakshmi et al., 2009).

O componente possui efeitos secretagogos de insulina. Esta dupla atividade do acido
cindmico na sinalizacdo e secrecdo da insulina revela-o como um composto prototipico ideal
para estudos estruturais e funcionais. Em conclusdo, levantamos a hipotese de que o acido
cindmico ativa o transporte de glicose mediado por insulina através do envolvimento do
GLUT4, mas através de uma via independente de PI3-K, em miotubos L6 (Lakshmi et al.,
2009).

Os componentes identificados nas bebidas de kombucha relacionam-se sobre diversos
aspectos que tangem a saude, tendo grande aplicabilidade sobre atividade antioxidante,
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antimicrobiana e antinflamatéria, podendo assim ter seu consumo regulado a salde e a

prevencdo e tratamento de doencgas cronicas nao transmissiveis.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel notar que o contelido de compostos fendlicos totais ndo diferiu entre os
extratos das trés bebidas analisadas. A cromatografia liquida de alta performance identificou
quatro tipos diferentes de compostos fendlicos com propriedades bioativas e aplicacdo na
salde, desempenhando neste trabalho um papel crucial para garantir a qualidade e a aceitacdo
do produto, alem de atender as exigéncias regulatorias e promover a confilanca do
consumidor. E necessario outros estudos complementares para analisar a quantificacio dos
compostos nas bebidas analisadas, fazendo assim uma completa investigacdo no contetdo

aho.
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5.5 Artigo Cientifico V

O manuscrito “Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo de Cha Verde (Camellia
Sinensis L.) e Kombuchas de Cha Verde em Modelo Pré-Clinico de Larvas de Tenebrio

Molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)” sera submetido a revista Nutrients.

Autores: Iraildo Francisco Soares, Jose Moreira Tavares Neto, Joyce Lopes Macedo, Daniel
Dias Rufino Arcanjo, Robson Alves da Silva
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RESUMO

O cha verde é uma das bebidas mais populares em todo o mundo, conhecido por seus
potenciais beneficios a salde e sua expressiva capacidade antioxidante. A kombucha, bebida
fermentada derivada do cha verde, apresenta uma diversidade de funcionalidades, despertando
interesse em pesquisas que investiguem a interacdo de seu consumo na saude. Com isso, este
trabalho prop6s analisar a atividade antioxidante e o estresse oxidativo do chd verde e de
kombuchas de cha verde em um modelo pré-clinico usando larvas de Tenebrio molitor. Foram
investigados o cha verde e trés bebidas de kombucha produzidas em diferentes condices,
utilizando como controle positivo o dimetilsulfoxido e como controle negativo a solugéo
salina, observando suas respostas em relacdo a taxa de sobrevivéncia, producdo de melanina,
atividade da catalase e grupamento sulfidrico ndo proteico. Utilizaram-se 104 animais,
divididos em quatro grupos, analisando seus resultados em dois periodos distintos, 24 horas e
48 horas apds a aplicacdo. Os resultados mostraram uma taxa de sobrevivéncia superior a
50% nos grupos de cha verde e kombucha, confirmando a auséncia de toxicidade nas bebidas.
Alem disso, foram observadas a producdo de melanina, a atividade da enzima catalase e a
avaliacdo dos grupamentos sulfidricos ndo proteicos com respostas pro-oxidante e
antioxidante. Os resultados obtidos auxiliaram no desenvolvimento da pesquisa, fornecendo
informacOes valiosas sobre os potenciais beneficios antioxidantes dessas substancias e como
elas podem afetar organismos vivos. Esses dados podem ajudar no compartilhamento de
informacBes para outros estudos sobre a seguranca e eficacia dessas bebidas.

Palavras-chave: Cha verde. Kombucha. Bebida. Pré-oxidante. Antioxidante.
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ABSTRACT

Green tea is one of the most popular drinks around the world, known for its potential health
benefits and significant antioxidant capacity. Kombucha, a fermented drink derived from
green tea, has a variety of functionalities, arousing interest in research that investigates the
interaction of its consumption on health. Therefore, this work proposed to analyze the
antioxidant activity and oxidative stress of green tea and green tea kombuchas in a pre-clinical
model using Tenebrio molitor larvae. Green tea and three kombucha drinks produced under
different conditions were investigated, using dimethyl sulfoxide as a positive control and
saline solution as a negative control, observing their responses in relation to survival rate,
melanin production, catalase activity and non-hydrogen sulfide group. protein. 104 animals
were used, divided into four groups, analyzing their results in two different periods, 24 hours
and 48 hours after application. The results showed a survival rate of more than 50% in the
green tea and kombucha groups, confirming the absence of toxicity in the drinks.
Furthermore, the production of melanin, the activity of the catalase enzyme and the evaluation
of non-protein hydrogen sulfide groups with pro-oxidant and antioxidant responses were
observed. The results obtained helped in the development of research, providing valuable
information about the potential antioxidant benefits of these substances and how they can
affect living organisms. This data can help share information for other studies on the safety
and effectiveness of these drinks.

Keywords: Green tea. Kombucha. Drink. Pro-oxidant. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O cha verde é uma das bebidas com maior popularidade em todo o mundo, conhecido
por seus potenciais beneficios a salide e sua expressiva propriedade antioxidante. E uma
bebida originaria da China, sendo feita a partir das folhas ndo fermentadas da planta Camellia
sinensis L. Com o cha verde, é possivel elaborar outros produtos, como a kombucha, que
possui essa matéria prima na sua elaboracdo (Zhou et al., 2024).

A kombucha de chd verde é produzida através da fermentagdo do ch& verde adocgado
por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY). Durante 0 processo de
fermentagdo, as bactérias e leveduras presentes na SCOBY consomem o aglcar e 0S
compostos presentes no cha verde, produzindo acidos organicos, vitaminas, enzimas € uma
pequena quantidade de alcool (Cardoso et al., 2020).

A bebida tem sido objeto de interesse crescente por varios consumidores devido aos
seus efeitos benéficos na salde, que combinam os beneficios do chd verde com as
propriedades encontradas da kombucha. Um dos pontos de interesse sobre a analise dessa
bebida é a sua atividade antioxidante e a diminuicdo sobre o estresse oxidativo proveniente da
kombucha e que agregam seus efeitos na diminuicio da prevaléncia de varias doencas
(Villarreal-Soto et al., 2018; Yan et al., 2024).

Como critério de avalicdo, a analise dos efeitos toxicoldgicos da bebida torna-se
essencial para sua indicacdo e consumo. Uma das formas de avaliar essa variavel é a
utilizacdo de insetos como alternativa valiosa para analisar preliminarmente a toxicidade in
vivo e mapear resultados sobre a sua interacdo. Os insetos sdo prolificos, baratos e podem ser
manipulados por pessoal ndo treinado. Além disso, a sua utilizagdo é menos suscetivel a
preocupacOes éticas e ndo e regulamentada pela legislacdo nacional (Machona et al., 2024).

Um dos animais utilizados na avaliagdo dessa analise sdo as larvas de Tenebrio, que
sdo consideradas como um modelo pré-clinico, usado na fase inicial de pesquisa para entender
a eficacia, seguranga e toxicidade de substancias em desenvolvimento antes que sejam
testadas em seres humanos. As larvas de Tenebrio podem ser utilizadas em uma variedade de
estudos, incluindo aqueles relacionados a toxicologia, farmacologia, biologia celular e
molecular, alimentacdo humana e entre outros campos (Souza et al., 2018).

Nesse contexto, observando que a necessidade da investigacdo sobre a interacdo da
ingestdo de kombucha na salde é de grande importancia para a indicacdo de consumo da
bebida, o objetivo desse trabalho foi analisar a atividade antioxidante e estresse oxidativo de

cha verde e kombuchas de cha verde em modelo pré-clinico de larvas de Tenebrio Molitor.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicdo da Matéria-Prima

Os insumos da producdo de kombucha como cha verde e carboidrato (aclcar refinado
de cana-de-acUcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piaui, Brasil em
um Unico lote. O consorcio de microrganismos de bactérias e leveduras (SCOBY) duitilizado
para mediar o processo de fermentacdo das kombuchas foi adquirido em loja virtual do
comércio nacional.

2.2 Producédo do Cha Verde

O cha verde das folhas de Camellia sinensis L. foi preparado na concentracdo padréo
de 10 gramas de folhas selecionadas infundidas em 1L de &gua mineral com pH 8,34,
aquecida a 100°C e com imersdo das folhas durante o tempo de 10 minutos com a chama de
aquecimento desligada. Ap6s o periodo de infusdo, o cha foi fitrado em papel filtro e alocado

em recipiente de vidro para equilibrio da temperatura ambiente.

2.3 Preparacdo das Kombuchas de Cha Verde

Foram produzidas trés kombuchas com diferentes condicdes de fermentacéo,
apresentando como diferencas a quantidade de carboidrato e o tempo de fermentacao,
parametros definidos em estudo anterior. As bebidas foram divididas em trés grupos, K1: 110
gramas de carboidrato fermentada por 09 dias; K2: 75 gramas de carboidrato fermentada por
09 dias; e K3: 110 gramas de carboidrato fermentada por 07 dias.

Com o cha produzido, adicionou-se o carboidrato conforme as concentracdes descritas
e 0 SCOBY simbidtico de bactérias e leveduras como agente de fermentacdo na quantidade de
9,5% de mi, juntamente com 100 mL/L do chd de iniciacdo. O tempo de fermentacdo das
kombuchas variaram conforme o protocolo. As bebidas fermentaram em incubadora de
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), marca Quimis, com faixa de trabalho -10°C a

60°C, com temperatura controlada e fixada em 25°C.



124

2.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo em Larvas de Tenebrio

As andlises realizadas para a determinacdo da atividade antioxidante e nivel de
estresse oxidativo das bebidas de kombucha foram conduzidas em modelo experimental de
larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) como método alternativo na
utilizacdo de invertebrados (Souza et al., 2018). Os animais foram doados pelo Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui, campus Ministro Petronio
Portella (UFPI/CMPP).

Cerca de 104 animais (n = 104) foram utilizados nos experimentos, divididos entre 0s
grupos: controle positivo (Dimetilsulféxido - DMSQ), controle negativo (solugdo salina), cha
verde, kombucha 1 (K1), kombucha 2 (K2) e kombucha 3 (K3), observados em dois periodos
de tempo (24h e 48h) apos a aplicacdo das solugcBes, como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicdo do ndmero de larvas pelos grupos analisados.

GRUPOS . INTERVENCAO
DMSO (n) | Solucdo Salina (n) | Cha Verde (n) | K1 (n) | K2 (n) | K3 (n)
24h 10 10 8 8 8 8
48h 10 10 8 8 8 8

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). N = nimero de animais por grupo.

Com as amostras, foram analisadas a taxa de sobrevivéncia, a producdo de melanina,

atividade da enzima catalase e a avaliagdo dos grupamentos sulfidricos ndo proteicos.

2.4.1 Teste de Sobrevivéncia

As larvas selecionadas foram inoculadas com as substancias de controle positivo,
negativo e as amostras de interesse (chd verde e kombuchas), utilizando uma seringa BD
Ultra-Fine™ com capacidade de 10 p. A inoculagdo foi realizada injetando-se o inoculo na
hemocele, no segundo ou terceiro esternito visivel acima das pernas.

Cada larva de cada grupo de animais recebeu 1 pL de suspensdo contendo a substancia
de avaliagdo. As concentragBes finais sdo apresentadas em numeros quando necessario. As
larvas foram entdo incubadas a 30 °C em placas de Petri contendo dieta de criacdo e o nimero
de larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 e 48h horas. Para estabelecer a morte das
larvas, verificaram-se visualmente a melanizacdo e a resposta aos estimulos fisicos tocando-as

suavemente. Com os dados, foram construidas as curvas de sobrevivéncia.




125

2.4.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante

Larvas de cada grupo foram separadas em tubo falcon de 50 mL especificos para cada
dia de coleta e eutanasiadas por congelamento em freezer a -20°C, procedendo no dia
seguinte com a producdo do homogenato por maceracdo, em banho de gelo, com um
homogeneizador de tecido. O tampdo fosfato de sddio pH 7,4 (PBS) foi utilizado na producédo
desse homogenato na propor¢do de 500 uL de solugdo para 150 mg de larva. Cada larva foi
homogeneizada individualmente e seu respectivo homogenato foi separado e guardado em
freezer a -80°C até 0 momento da execucdo dos procedimentos.

2.4.3 Melanina (Pigmentacéo)

Centrifugou-se a amostra descongelada do homogenato das larvas a 10.000 rpm por 15
minutos. Do sobrenadante obtido, coletou-se 100 pL que foram transferidos para uma cubeta
de acrilico. Apos a transferéncia, adicionou-se 900 pL de PBS na respectiva cubeta. Dada a
diluicdo, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um espectrofotdmetro
biospectro SP-220. Para a calibracdo do espectrofotometro foi utilizado o PBS como o

branco.

2.4.4 Catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito por Beutler
(1975), quantificando a velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H202) pela
enzima por meio do decréscimo da densidade dptica a 230 nm a 37°C.

Inicialmente, em um eppendorf, foi realizada a diluicdo do homogenato, que consistiu
na adicdo de 10 pL do sobrenadante obtido da centrifugacdo do homogenato das larvas
juntamente com 390 pL de uma solugdo tampdo denominada Tris HCI 1M EDTA 5 mM pH
8. Posteriormente, o comprimento de onda do espectrofotometro (Bioespectro, SP 220) foi
ajustado para 230 nm e zerado com agua destilada, em seguida, realizou-se a leitura do meio
de reacdo (50 puL de H202 10 nM, 2,5 mL de tamp&o Tris HCI1 M EDTA 5 mM pH 8,0 e 48
mL de &gua Milli-Q), adicionando 2 mL da solugdo em uma cubeta de quartzo, observando se
a absorbancia atingia aproximadamente 0,650.

Apos, iniciou-se a leitura das amostras. Foi pipetado, em uma cubeta de quartzo, 10

pL da diluicdo do sobrenadante e 2000 pL do meio de reacdo, sendo entdo submetidas a
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leituras da absorbancia no tempo 0 e 6 minutos, no espectrofotdmetro modelo Bioespectro SP
220. Uma unidade (U) da catalase correspondeu a atividade da enzima que permitiu a
hidrolise de 1 pmol de H202 por minuto a 37°C em pH 8,0.

2.4.5 Avaliacdo dos Grupamentos Sulfidricos Né&o Proteicos (GSHNP)

A medida da concentracdo de GSHNP ocorreu pela reacédo entre o radical sulfidrila e a
substancia DTNB, que reagem estequiometricamente e produzem um composto que apresenta
absorbancia em 412 nm. Com uma curva de calibracdo é possivel relacionar a absorbancia
obtida com a concentracdo de radicais sulfidrilas na amostra.

Inicialmente foram transferidos 60 pL do homogenato obtido para 1,8 mL de uma
solugdo estabilizante e hemolisante composta por 450 uM de EDTA e EGTA. Essa mistura
foi acidificada pela adicdo de 115 pL de TCA 60% (p/v) para precipitagio de proteinas
presentes na amostra. Apds a precipitacdo dessas proteinas, restaurou-se o pH da amostra pela
adicdo de 250 puL de TRIS a 2M. Apds esse processo, deu-se O seguimento com a
centrifugacdo da amostra a 5.000 rpm por 3 minutos.

Em cubetas de acrilico adiciona-se 4 pL de uma solug¢do de DTNB a 3 mM em tampéo
fosfato de potéssio 0,2 M pH 6,2, adicionou-se 1 mL da solu¢do obtida apds o processamento
da amostra (sobrenadante), permitindo que a reacdo entre 0 DTNB e a solucdo obtida ap6s o
processamento  permaneca mais que cinco minutos. Realizou-se entio a leitura
espectrofotométrica a 412 nm em espectrofotometro modelo Bioespectro SP220 (ELLMAN,
1959).

2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prisma versdo 10. O nivel de

significancia considerado foi de 5% (p<0,05) para todos 0s experimentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises referentes a avaliacdo da atividade antioxidante e nivel de
estresse oxidativo medidos do cha verde e de kombuchas de cha verde em modelo pré-clinico
de larvas de Tenebrio estdo descritas nos topicos seguintes e trazem o mapeamento dos efeitos
da sua ingestdo.

Figura 1 — Aplicacdo das substancias cha e kombuchas nas larvas de Tenebrio.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

3.1 Teste de Sobrevivéncia

O teste de sobrevivéncia aplicado nas larvas é frequentemente utilizado para avaliar a
toxicidade de substdncias em organismos vivos. Neste teste, as larvas foram expostas a
diferentes substancias em estudo e a sua sobrevivéncia foi monitorada ao longo do tempo
intercalado entre 24 horas e 48 horas ap6s a aplicacdo. E possivel visualizar a sua resposta nas

Figuras 2 e 3.
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Figura 2 — Teste de sobrevivéncia no periodo de 24 horas.

150+

Hl \eiculo
= DMSO
1004 e E Cha-verde
1
= K1
E K2
50
= K3
0- |l|

Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

No decorrer do tempo das primeiras 24 horas apds a aplicacdo das substéncias, é
possivel observar que, entre 0s grupos analisados na Figura 2, apenas as larvas expostas ao
controle positivo (DMSO) teve perda superior a 50% da amostra analisada. O grupo K3
apresentou uma perda discreta na sobrevida das larvas, podendo ser explicado em decorréncia

de um possivel erro durante 0 manuseio da aplicacdo da substancia no animal.

Figura 3 — Teste de sobrevivéncia no periodo de 48 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).
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Quando a resposta da sobrevida das larvas é observada ap6s 48 horas da aplicacdo
(Figura 3), nota-se que apenas o grupo DMSO apresenta perda superior a 50% e os demais
expressam resisténcia sobre as outras substancias analisadas. Esse fato ocorre devido a alta
toxicidade do composto DMSO sobre o organismo avaliado. Ambos os tempos de 24 horas e
48 horas apresentaram diferengas significativas.

Associando o0 teste de sobrevivéncia das larvas as substancias alvo, chd verde e
kombuchas, nota-se a auséncia de toxicidade exposta pela sua interacdo com taxa total de
sobrevivéncia. A relacdo entre o teste de sobrevivéncia de larvas e toxicidade reside no fato
de que a sobrevivéncia das larvas € afetada pela presenca e concentracdo de substancias
toxicas. Quanto mais toxica for a substdncia em contato com o animal, menor serd a
sobrevivéncia das larvas expostas a ela. Isso permite determinar a concentracao letal, que é a
concentragdo na qual 50% das larvas expostas morrem (Machona et al., 2024).

Esse teste de sobrevivéncia € valioso na avaliacdo dos efeitos potenciais de diferentes
substancias na salde dos organismos. Eles podem ser usados em diversos contextos, em
especial na avaliacdo de produtos alimentares, contribuindo para a tomada de decisBes em
relacdo ao uso e regulamentacdo desses componentes e elucidando a seguranca no consumo

das kombuchas a partir dos resultados obtidos (Machona et al., 2024).

3.2 Atividade da Melanina (Pigmentacéo)

Os dados referentes a atividade da producdo de melanina ou pigmentacdo nas larvas de
Tenebrio nos periodos de 24h e 48h podem ser observadas nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 — Resposta do parametro melanina no periodo de 24 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).
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A melanina encontrada nos ensaios mostrou diferencas entre as amostras analisadas
(p<0,05). Nota-se, na Figura 4, que os grupos cha, K1 e DMSO sobressairam-se nos niveis de
producdo de melanina nesse intervalo de tempo quando comparado aos demais, apresentando
resposta ao estresse oxidativo.

A melanina é um pigmento escuro encontrado em muitos organismos, incluindo larvas
de Tenebrio. Nesses insetos, a melanina expressa varias fungbes importantes e benéficas
como efeito antimicrobiano e ativacdo da bioquimica imunologica (Dobson et al., 2012;
Noonin et al., 2010).

A atividade antimicrobiana apresentada pela melanizacdo nas larvas de Tenebrio
corrobora com estudos anteriores que puderam identificar a presenca de acido cindmico,
agente que, dentre as suas funcdes, fornece acao antimicrobiana (Lakshmi et al., 2009).

Avaliando a producdo de melanina no periodo de 48 horas ap6s a exposicao das larvas
sobre as substancias de investigacdo, a Figura 5 mostra diferenca de resposta no nivel de
visualizacdo da melanina nas larvas de Tenebrio, apresentando os grupos K1, K3 e DMSO
com as maiores concentragdes quando comparados aos demais grupos analisados neste

estudo.

Figura 5 — Resposta do pardmetro melanina no periodo de 48 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

Observa-se que, com o0 passar do tempo, 0S ensaios comportam-se de maneiras

distintas com reflexo na producdo de melanina. Os diferentes compostos presentes nas
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bebidas podem ter sofrido alteragdo, colaborando com o surgimento de outros grupos,
afetando de forma direta o processo metabolico das reacdes.

A melanina é produzida através de uma série de reacOes bioquimicas envolvendo
enzimas especificas. E sintetizada a partir do aminoé4cido tirosina, que é convertido em
dopaquinona, o precursor imediato da melanina. A dopaquinona é entdo transformada em
diferentes formas de melanina, incluindo eumelanina (responsavel pela coloracdo escura) e
feomelanina (responsavel pela coloracéo clara) (Lee et al., 2000).

Estudos sugerem que o estresse oxidativo pode afetar a producdo de melanina de
varias maneiras, entre essas, a ativacdo de vias de sinalizacdo celular, onde o estresse
oxidativo pode ativar vias de sinalizacdo celular que afetam a producdo de melanina, como o
fator de transcricdo nuclear Nrf2, que regula a resposta antioxidante, podendo regular a

sintese de melanina (Lee et al., 2000).

3.3 Analise de Catalase

Os resultados sobre a resposta da producdo de catalase nas larvas de Tenebrio apos a

aplicacdo das substancias de investigacao estdo expostos nas Figuras 6 e 7.

Figura 6 — Resposta do parametro catalase no periodo de 24 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

No periodo de 24 horas, observa-se na Figura 6, a producdo de catalase nos ensaios

analisados trouxe a kombucha 3 com sua maior concentracdo, quando comparado aos demais
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grupos analisados no estudo. A catalase é uma enzima encontrada em praticamente todos 0s
organismos Vivos expostos ao oxigénio (aerobicos). Ela é especialmente abundante em células
que estdo expostas a altas concentracbes de oxigénio, como as células do figado, onde
desempenha um papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo (Glorieux; Calderon,
2017).

Figura 7 — Resposta do parametro catalase no periodo de 48 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

A mesma resposta da producdo de catalase no periodo de 48 horas mostrou
significancia nos grupos ao identificados no periodo de 24 horas, trazendo 0s grupos cha e
kombucha 2 com os maiores niveis de surgimento da enzima nas larvas analisadas.

Esses dados mostram a capacidade pro-oxidante dos componentes como resposta ao
contato com as substancias de analise, trazendo a catalase como o agente responsavel por esse
efeito apds a aplicacdo nos animais.

A funcdo principal da catalase é decompor perdxido de hidrogénio (H202), uma
espécie reativa de oxigénio que € toxica para as células em altas concentracdes. O perdxido de
hidrogénio é um subproduto comum de Varias reacOes bioquimicas e pode se acumular nas
células, causando danos as estruturas celulares, incluindo proteinas, lipidios e &cidos

nucleicos (Glorieux; Calderdn, 2017).
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3.4 Avaliacdo dos Grupamentos Sulfidricos N&o Proteicos

Os dados relacionados sobre a avaliagdo da presenca dos grupamentos sulfidricos ndo
proteicos (GSH) nos grupos analisados apds a exposicdo nos periodos de 24 horas e 48 horas
podem ser visualizados nas Figuras 8 e 9.

Figura 8 — Resposta do parametro GSH no periodo de 24 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

Conforme a Figura 8, € possivel notar os niveis de producdo de GSH nos grupos
investigados. O grupo da kombucha 1 apresentou, no periodo de 24 horas, 0 maior pico de
producdo e a kombucha 3 mostrou o menor nivel da presenca do agrupamento quando
comparada com os demais grupos analisados.

Observando o nivel de GSH nas larvas de Tenebrio, é possivel entender a relacdo entre
0 potencial pro-oxidante e antioxidante apresentado nos animais ap0s a exposicdo as
substancias de investigacdo desse estudo, uma vez que o componente K3 apresentou efeito
inferior ao controle positivo e negativo, abordando dessa forma uma acdo reduzida com
abordagem antioxidante.

Essas reacOes observadas no chi, K1, K2 e K3 decorrem das diferencas na
composicdo de cada componente durante a sua elaboragdo, podendo apresentar diferentes
niveis de resposta, em especial a capacidade antioxidante, que vai de acordo com estudos
anteriores que puderam identificar compostos com agdo antioxidante, como o 4cido

clorogénico, rutina, cafeina e acido cinamico.
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Analisando a mesma resposta de producdo de GSH nas larvas de Tenebrio no periodo
de 48 horas ap0Os a exposicdo dos animais sobre as substancias de investigacdo (Figura 9), €

possivel notar uma modificacdo sobre o desempenho.

Figura 9 — Resposta do parametro GSH no periodo de 48 horas.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2024).

Nesse intervalo de tempo, o grupo DMSO apresentou 0 maior pico de producéo,
enquanto o grupo da kombucha 2 revelou o menor indice dessa avaliagdo, o que mostra
diversificacdo sobre o comportamento com o passar do tempo.

O nivel de GSH est4 ligado a presenca de compostos sulfidricos, como o sulfeto de
hidrogénio (H2S) e sua capacidade de influenciar processos oxidativos no organismo. A
presenca excessiva de H2S pode levar a uma condicdo conhecida como estresse oxidativo
(Georgiou-Siafis; Tsiftsoglou, 2023).

3.5 Aparato Geral

Os testes empregados puderam demonstrar os efeitos da bebida em larvas de Tenebrio,
demonstrando acdo pré-oxidante e antioxidante. Embora esse termo pro-oxidante tenha uma
conotacdo negativa por induzir o estresse, algumas substancias com acdo pro-oxidante podem
realmente ter beneficios em determinadas circunstancias, podendo apresentar diversos efeitos

quando aplicados sobre a salde.
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Certas substancias pré-oxidantes podem induzir apoptose (morte celular programada)
em células cancerosas. Isso € explorado na terapia de céncer, onde compostos préd-oxidantes
sdo utilizados para induzir a morte seletiva das células cancerosas, enquanto minimizam 0s
danos as células saudaveis (Martin-Cordero et al., 2012).

Em algumas situacBes, a exposicdo controlada a substancias pro-oxidantes podem
também estimular os sistemas de defesa antioxidante do corpo, como a producdo de enzimas
antioxidantes enddgenas. Isso pode fortalecer a capacidade do organismo de combater o
estresse oxidativo em geral. Alguns processos fisioldgicos, como a sinalizacdo celular,
dependem de reacOes redox. Substancias pro-oxidantes podem desempenhar um papel
importante nesses processos, ajudando a regular a atividade celular e a comunicagdo entre as
células (Gyorgy, 2019).

O conceito de hormese sugere que a exposicdo a baixas doses de agentes estressores,
como substancias pro-oxidantes, pode ativar respostas adaptativas que conferem resisténcia a
estresses subsequentes. Isso pode resultar em melhorias na salde e na longevidade,
impactando entre os seus grandes sistemas, a imunidade (Gyorgy, 2019).

Vale ressaltar que, uma das caracteristicas mais notdveis do cha verde e das
kombuchas elaboradas com cha verde sdo seu alto teor de compostos antioxidantes, como 0s
polifendis, especialmente as catequinas, que incluem epigalocatequina-3-galato (EGCG),
epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG) e epicatequina (EC). Esses compostos
tém sido associados a uma variedade de beneficios a saude, incluindo a reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, melhoria da salde cerebral, auxilio na perda de peso e potencial
protecdo contra certos tipos de cancer (Hayakawa et al., 2020).

No entanto, é importante ressaltar que a dose e 0 contexto sdo criticos ao considerar 0s
efeitos de substancias pré-oxidante e antioxidantes quando traca-se uma avaliagdo mais
detalhada. Enquanto pequenas doses podem ter efeitos benéficos, doses excessivas podem
causar danos significativos as células e aos tecidos, sendo necessario a avaliagdo da dose.
Portanto, 0 uso e a exposicdo a substancias pré-oxidantes devem ser cuidadosamente
controlados e monitorados para garantir que 0s beneficios superem 0s riscos potenciais,
possibilitando assim demais estudos de investigagdo sobre a interacdo desses componentes

sobre os diversos sistemas do organismo.
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4 CONCLUSAO

Esse estudo conseguiu mostrar a resposta da interacdo do cha verde e de kombuchas
de cha verde sobre o estresse oxidativo em modelo pré-clinico de larvas de Tenebrio,
demonstrando auséncia de toxicidade e acdo pro-oxidante e antioxidante nos testes analisados.
Os resultados mostraram 0s potenciais beneficios antioxidantes dessas substancias e como
elas podem afetar organismos vivos. Esses dados podem ajudar no compartilhamento de
informacdes para outros estudos sobre a seguranca e eficacia potencial desses componentes

antes de serem estudadas em modelos mais complexos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

e Conforme os dados bibliograficos levantados, foi possivel perceber e elucidar a
influéncia do processo de producdo de kombucha sobre seus pardmetros fisico-
quimicos e nutricionais, bem como seu impacto positivo sobre a microbiota intestinal;

e Os parametros fisico-quimicos de influéncia analisados nas kombuchas foram: tempo
e guantidade de aclcar com resposta no teor alcoolico, acidez volatil, solidos soliveis
totais e ratio (relacdo solidos sollveis totais e acidez volatil);

e Foram identificados 04 compostos fenolicos nas bebidas, sendo estes: acido
clorogénico, cafeina, rutina e acido cindmico, com beneficios sobre a atividade
antioxidante, antimicrobiana, antinflamatoria e com resposta positiva na sadde
humana;

e O teste de sobrevivéncia apontou auséncia de toxicidade e o nivel de estresse

oxidativo das bebidas mostrou atividade prd-oxidante e antioxidante.
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7 SUGESTOES E CONTRIBUICOES

7.1 Sugestdes

Para melhorar a pesquisa apresentada, € possivel implementar as seguintes sugestdes:

Detalhamento do Processo de Producdo: fornecer uma descricdo mais detalhada do
processo de producdo de kombucha, incluindo as condicOes especificas utilizadas
(culturas de SCOBY).

Composicdo Fendlica: quantificar os niveis dos compostos fendlicos identificados e
discutir suas concentracdes em relacdo aos beneficios relatados.

Ensaios Biologicos: incluir ensaios biologicos adicionais para corroborar os efeitos
antioxidantes, antimicrobianos e anti-inflamatdrios observados in vitro com estudos in
VivO Ou ex Vvivo, se possivel.

Sugestdes para Estudos Futuros: mostrar direcOes para pesquisas futuras, como a
analise sensorial da bebida e a determinacdo e minerais e vitaminas; investigar outros
compostos bioativos na kombucha; analisar as respostas em estudos clinicos para

avaliar os efeitos na salde humana a longo prazo.

Implementando essas sugestdes, a pesquisa poderd fornecer uma visdo mais completa e

robusta sobre a producdo e os beneficios da kombucha, além de aumentar a sua relevancia e

aplicabilidade pratica.

7.2 Contribuicdes

A pesquisa sobre a producdo de kombucha apresentou diversas contribuicdes

significativas, tanto no entendimento dos processos de producdo quanto nos impactos

nutricionais e de salde. As principais contribui¢des incluem:

Influéncia do Processo de Produgéo: a pesquisa elucidou como diferentes aspectos do
processo de producdo de kombucha afetam seus parametros fisico-quimicos e
nutricionais, demonstrando o impacto positivo da kombucha sobre a microbiota

intestinal, sugerindo beneficios potenciais para a salde digestiva.
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e Otimizacdo da Bebida: o estudo propés um processo de otimizacdo da producdo de
kombucha, focando em trés condicBes especificas.

e Analise de Pardmetros Fisico-Quimicos: foram analisados parametros criticos como
tempo de fermentacdo e quantidade de agucar, e sua influéncia em fatores como teor
alcoolico, acidez volatil, sélidos soliveis totais e a relacdo entre sdlidos sollveis totais
e acidez volatil (ratio). Esses insights sdo valiosos para ajustar e controlar a qualidade
da kombucha durante a producéo.

e Identificacdo de Compostos Fenolicos: identificaram-se quatro compostos fendlicos
nas amostras de kombucha: acido clorogénico, cafeina, rutina e acido cindmico. Esses
compostos sdo conhecidos por suas atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, além de contribuirem positivamente para a salde humana.

e Atividade Pro-Oxidante: a pesquisa também indicou que as bebidas apresentaram
atividade pro-oxidante, sugerindo que, em determinadas circunstancias, a kombucha
pode ter beneficios na salde e na prevencdo de doencas. Isso aponta para a
necessidade de um consumo equilibrado, levando em conta 0s contextos em que 0s

efeitos pro-oxidantes podem ser benéficos.

Essas contribuicdes sdo relevantes tanto para a comunidade cientifica, ao avancar o
conhecimento sobre a kombucha, quanto para a industria alimenticia, fornecendo dados
praticos para a producdo otimizada e segura da bebida. Além disso, os consumidores finais

podem se beneficiar do melhor entendimento dos efeitos da kombucha sobre a sadde.



142

REFERENCIAS

ABNT. Associacdo Brasileira de Normas Técnicas. NBR 6023:2018. Informacédo e
documentacdo — Referéncias — Elaboragéo. 2018.

ALOULOU, Arian et al. Hypoglycemic and antilipidemic properties of kombucha in alloxan-
induced diabetic rats. Complementary and Alternative Medicine, Oxford, v. 12, n. 1, p. 12-
63, set. 2012.

ANDREWS, Washington et al. Salmonella. In: Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods. 4. ed. Washington DC. American Public Health
Association. Frances Pouch Downes & Keith Ito (Eds.), p.357-380, 2001.

ANTOLAK, Hubert; PIECHOTA, Dominik; KUCHARSKA, Aleksandra. Kombucha Tea-A
Double Power of Bioactive Compounds from Tea and Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeasts (SCOBY). Antioxidants, New York, v. 28, n. 10, p. 1541-1549, 2021.

AOAC. Association of Official Analytical Chemists. In: (Ed.). Official methods of analysis.
Washington: AOAC, 2005. Cap. Appendix D: guidelines for collaborative study procedures
to validate characteristics of a method of analysis. 2005.

BLIGH, E.G.; DYER, W.J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, n. 8, p. 911-917, aug. 1959.

BLIGH, Edward G.; DYER, Walther J. A rapid method of total lipid extraction and
purification. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, Ottawa, v. 37, n. 4, p.
911-917, aug. 1959.

BRAND-WILLIAMS, Williams; CUVELIER, Mary, BERSET, Chloe. Use of a free radical
method to evaluate antioxidant activity. Food Science and Technology, Oxford, v. 28, n. 1,
p. 25-30, ago. 1995.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa n° 41, de
17 de setembro de 2019. Estabelecer o Padrédo de Identidade e Qualidade da Kombucha.
Edicdo 181, Diario Oficial da Unido, Brasilia/DF.

CARDOSO, Rodrigo Resende et al. Kombuchas from green and black teas have different
phenolic profile, which impacts their antioxidant capacities, antibacterial and antiproliferative
activities. Food Research International, Oxford, v. 8, n. 2, p. 128-143, feb. 2020.

CARDOSO, Rodrigo Resende et al. Kombuchas from green and black teas reduce oxidative
stress, liver steatosis and inflammation, and improve glucose metabolism in Wistar rats fed a
high-fat high-fructose diet. Food Functional, v. 12, n. 21, p. 10813-10827, nov. 2021.

CHEN, Chen; LIU, Bo Yang Victor. Changes in major components of tea fungus metabolites
during prolonged fermentation. Journal of Applied Microbiology, Filipinas, v. 89, n. 5, p.
834-839, dec. 2000.

CHU, Sue; CHEN, Crat. Effects of origins and fermentation time on the antioxidant activities
of kombucha. Food Chemistry, New York, v. 98, n. 3, p. 502-507, may. 2006.



143

COSTA, Mirian Aparecida de Campos et al. Kombuchas from Green and Black Tea
Modulate the Gut Microbiota and Improve the Intestinal Health of Wistar Rats Fed a High-Fat
High-Fructose Diet. Nutrients, v. 14, n. 24, p. 523-545, dec. 2022.

DARTORA, Bruna etal. Understanding the effect of fermentation time on physicochemical
characteristics, sensory attributes, and volatile compounds in green tea kombucha. Food
Research International, v. 174, n. 1, p. 1-11, oct. 2023.

DEL CAMPO, Andrea et al. Cellular functional, protective or damaging responses associated
with different redox imbalance intensities: a comprehensive review. Current Medicinal
Chemistry, v. 30, n. 34, p. 3927-3939, aug. 2023.

ELLMAN, G. L. Tissue sulphydril groups. Archives of Biochemistry and Biophysics, vol.
82, p. 70-77, 1959.

FOGLIANO Valéria etal. In vitro bioaccessibility and gut biotransformation of polyphenols
present in the water-insoluble cocoa fraction. Molecular Nutrition & Food Research. New
York, v. 55, n. 3, p. 1-12, out. 2011.

GREENWALT, Curt et al. Kombucha, the fermented tea: microbiology, composition, and
claimed health effects. Journal of Food Protection, Oxford, v. 63, n. 7, p. 976-981, ago.
2000.

GUERRA, Marcelo; SOUZA, Maria José. Como observar os cromossomos: um guia de
técnicas em citogenética vegetal, animal e humana. 1. ed. Ribeirdo Preto: FUNPEC, 2002.
191 p.

HUR, Sun Jin et al. Efeito da fermentacdo na atividade antioxidante em alimentos a base de
plantas. Food Chemistry, v. 1, n. 160, p. 346-356m apr. 2014.

ILICIC, Malbasa et al. Lactose fermentation by Kombucha-a process to obtain new milk-
based beverages. Romanian Biotechnological Letters, New York, v. 17, n.1, p. 7013-7021,
ago. 2012.

JAYABALAN, Rasu et al. Review on Kombucha Tea—Microbiology, Composition,
Fermentation, Beneficial Effects, Toxicity, and Tea Fungus. Comprehesive Reviews in Food
Science and Food Safety, v. 13, n. 4, p. 538-550, aug. 2014.

JAYABALAN, Raul et al. A Review on Kombucha Tea — Microbiology, Composition,
Fermentation, Beneficial Effects, Toxicity, and Tea Fungus. Comprehensive Reviews in
Food Science and Food Safety, New York, v. 13, n. 4, p. 538-550, aug. 2014.

KHOSRAVI, Saul et al. Development of fermented date syrup using Kombucha starter
culture. Journal of Food Processing and Preservation, Oxford, v. 43, n. 2, p. 1-10, aug.
2019.

KUMAR, Vikas; JOSHI, Vin. Kombucha: Technology, microbiology, production,
composition and therapeutic value. International Journal of Food and Fermentation
Technology, Oxford, v. 6, n. 1, p. 13-23, nov. 2016.



144

LEHNINGER, David et al. Principios de Bioquimica. 7. ed. Editora Artmed, S&o Paulo,
2018.

LEONARSKI, Eduardo et al. Production of kombucha-like beverage and bacterial cellulose
by acerola by product as raw material. Food Science and Technology, Nova Delhi, v. 135, n.
22, p. 1-8,aug. 2020.

LIU, Bing-Nan et al. Gut microbiota in obesity. World Journal of Gastroenterol, v. 25, n.
25, p. 3837-3850, 2021.

MALBASA, Radomir et al. Comparison of the products of Kombucha fermentation on
sucrose and molasses. Food Chemistry, New York, v. 106, n. 3, p. 1039-1045, ago. 2008.

MALBASA, Radomir et al. Influence of starter cultures on the antioxidant activity of
kombucha beverage. Food Chemistry, New York, v. 127, n. 4, p. 1727-1731, oct. 2011.

MARSH, Alan et al. Sequence-based analysis of the bacterial and fungal compositions of
multiple Kombucha (tea fungus) samples. Food Microbiology, Oxford, v. 38, n. 1, p. 171-
178, apr. 2014.

MARTINEZ, Jéssica et al. A review on health benefits of kombucha nutritional compounds
and metabolites, Journal of Food Science, Washington, v. 16, n. 1, p. 390-399, jan. 2018.

MAY, Alexander et al. Kombucha: a novel model system for cooperation and conflict in a
complex multi-species microbial ecosystem. PeerJ, Indonésia, v. 3, n. 1, p. 65-75, sep. 2019.

MENDELSON, Chagai et al. Kombucha tea as an anti-hyperglycemic agent in humans with
diabetes — a randomized controlled pilot investigation. Frontiers in Nutrition, v. 10, n. 1, p.
1119-1126, oct. 2023.

MOHAMMADSSHIRAZI, Ahmad; KALHOR, Elnaz Bagheri. Energy and cost analyses of
kombucha beverage production. Renewable and Sustainable Energy Reviews, Oxford, v.
55, n. 2, p. 668-673, mar. 2016.

MORDOR INTELLIGENCE RESEARCH & ADVISORY. (2023, September). Tamanho do
mercado de Kombucha e andlise de a¢bes — Tendéncias e previsdes de crescimento (2023
—2028). Mordor Intelligence. Retrieved January 31, 2023. Disponivel em:

<https//www. mordorintelligence.com/pt/industry-reports/kombucha- market>.

MOREIRA, Gabriela etal. Kombucha tea improves glucose tolerance and reduces hepatic
steatosis in obese mice. Biomed Pharmacother, v. 155, n. 39, p. 113-126, nov. 2022.

NGUYEN, Khoi Nguyen et al. Screening the optimal ratio of symbiosis between isolated
yeast and acetic acid bacteria strain from traditional kombucha for high-level production of
glucuronic acid. Food Science and Technology, Nova Delhi, v. 64, n. 2, p. 1149— 1155, out.
2015.

NORONHA, Marcel Cardoso et al. Black tea kombucha: Physicochemical, microbiological
and comprehensive phenolic profile changes during fermentation, and antimalarial activity.
Food Chemistry, v. 384, n. 1, p. 132-145, aug. 2022.



145

POHL, Paul et al. Bioaccessibility of Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn from commercial bee
honeys. Food Chemistry, Oxford, v. 134, n. 1, p. 392-396, out. 2012.

PRIMIANI, Novi et al. Kombucha fermentation test used 295 for various types of herbal tea.
Journal of Physics: Conference Series, Indonésia, v. 1025, n. 1, p.120-127, may. 2018.

RODRIGUES, Maria Isabel; IEMMA, Antonio Francisco. Experimental designand process
optimization. CRC Press, 2014.

SAINZ, Ricardo Lemos; FERRI, Valdeci Carlos. Shelf-life of clarified juices from the peach
varieties eldorado and jubileu. Brazilian Journal of Food Technology, Campinas, v. 18, n.
3, p- 239-249, jul./set. 2015.

SCHULZ, Mayara et al. Chemical composition, bioactive compounds and antioxidant
capacity of jucara fruit (Euterpe edulis Martius) during ripening. Food Research
International, Oxford, v. 77, n. 2, p. 125-131, may. 2015.

SILVA, Bruna Cristina; SILVA, Fernanda; MICHELIN, Daniele Carvalho. Avaliacdo da
gualidade de amostras de Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) comercializadas no
municipio de Araras — SP. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basicas e Aplicadas, S&o
Paulo, v. 34, n. 2, p. 245-250, ago. 2013.

TAKAHARA, S; HAMILTON, B. H; NELL, J. V; OGURA, Y; NISHIMURA, E. T.
Hypocatalasemia, a new genetic carrier states. Journal of Clinical Investigation, vol. 29, p.
610-619, 1960.

TANAKA, Takashi; KOUNO, Isao. Oxidation of tea catechins: chemical structures and
reaction mechanism. Food Science Technology Research, Oxford, v. 9, n. 2, p. 128-133,
aug. 2003.

TRAUTVETTER, Sophie; KOELLING-SPEER, Isabelle; SPEER, Karl. Confirmation of
phenolic acids and flavonoids in honeys by UPLC-MS. Apidologie, Washington, v. 40, n. 2,
p. 140-150, mar. 2009.

VELICANSKI, Aleksandra Soul et al. Antioxidant and Antibacterial Activity of the Beverage
Obtained by Fermentation of Sweetened Lemon Balm (Melissa officinalis L.) Tea with
Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeasts. Food Technology Biotechnology, Oxford, v.
52, n. 4, p. 420-429, dec. 2014.

VIDELA, Luiz; VALENZUELA, Rodrigo. Perspectives in liver redox imbalance:
toxicological and pharmacological aspects underlying iron overloading, nonalcoholic fatty
liver disease, and thyroid hormone action. Biofactors, v. 48, n. 2, p. 400-415, may. 2022.

VILLARREAL-SOTO, Silvia Alejandra et al. Understanding Kombucha Tea Fermentation:
A Review. Jourmnal of Food Science, Washington, v. 83, n. 3, p. 580-588, marc. 2018.

WANG, Penghui et al. Kombucha ameliorates LPS-induced sepsis in a mouse model. Food
Funct, v. 19, n. 12, p. 20-32, oct. 2021.



146

WANG, Xiaotong et al. Chemical Profile and Antioxidant Capacity of Kombucha Tea by the
Pure Cultured Kombucha. LWT, v. 168, n. 1, p. 1192-1204, oct. 2022.

WANG, Yong et al. Hepatoprotective effects of kombucha tea: identification of functional
strains and quantification of functional components. Journal of Science and Food
Agriculture, v. 94, n. 2, p. 265-272, jan. 2014.

WATAWANA, Minudai In. et al. Evaluation of the Effect of Different Sweetening Agents on
the Polyphenol Contents and Antioxidant and Starch Hydrolase Inhibitory Properties of
kombucha. Journal of Food Processing and Preservation, Lincoln, v. 41, n. 1, p. 24-33,
ago. 2017.

WATT, Bang; MERRILL, August L. Composition of foods: raw, processed, prepared. DC:
Consumer and Food Economics Research. Divison (USDA), Washington, (Agriculture
Handbook). 1963.

YANG, Zeep. Hypocholesterolaemic and antioxidant effects of kombucha tea in high-
cholesterol fed mice. Journal of the Science of Food and Agriculture, Oxford, v. 89, n.1, p.
150-156, jun. 2009.

YONEKURA, Lina et al. Bioavailability of catechins from guarana (Paullinia cupana) and its
effect on antioxidant enzymes and other oxidative stress markers in healthy human subjects.
Food & Function, New York, v. 7, n.7, p. 2970-2978, jul. 2016.



147

8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Tabela de Porcentagem de Alcool em Volume 20°C (%v/v)

D D D D
20°C/20°C | % viv 20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv
1, 00000 0.0 0.99632 2,5 0,99281 5.0 098956 7.5
0,99985 0.1 099618 2.6 0,99268 5.1 098944 7.6
0,99970 0.2 0,99603 2.7 0,99255 5.2 0,98931 7.7
0,99955 0,3 0,99589 2,8 0,99241 5.3 0,98919 7.8
0,99939 0,4 0,99574 2,9 0,99228 5.4 0,98906 7.9
0,99924 0,5 0,99560 3,0 0,99215 5.5 (1,98893 8,0
0,99910 0,6 0,99546 31 0,99201 5.6 0,98881 8.1
0,99895 W7 0,99531 3.2 0,99188 5.7 0,98869 8,2
0,99880 0.8 0,99517 3.3 099174 5.8 0,98857 8,3
0,99866 0,9 0,99503 3.4 0,99161 5.9 0,98845 8,4
0,99851 1,0 0,99489 3.5 0,99148 6,0 (,98833 8,5
0,99836 1,1 099475 3.6 0.99135 6.1 0,98820 8,6
0,99821 1.2 0,99461 3.7 0.99122 6.2 0,98807 8,7
0,99807 1.3 0,99447 3.8 0,99109 6,3 0,98794 8,8
0,99792 1,4 0,99433 3.9 0,99096 6,4 0,98782 89
099777 1,5 0,99419 4,0 0,99083 6,5 0,98770 9.0
0,99763 1.6 0,99405 4,1 0,99070 6,6 0,98758 9.1
0,99748 1.7 0,99391 4,2 0,99057 6,7 0,98746 9,2
0,99733 1.8 0,99377 4.3 ,99045 6,8 0,987 34 9.3
0,99719 1.9 0,99363 4,4 0,99032 6.9 0,98722 9,4
0,99704 2.0 0,99349 4,5 0,99020 7.0 098710 9.5
0,99689 2,1 0,99336 4,6 0,99007 71 0,98698 9.6
0,99675 2.2 0,99322 4,7 0,98994 7,2 0,98686 9,7
0,99661 2.3 0,99308 4,8 (,98981 7.3 0,98674 9,8
0,99646 24 099295 49 0,98969 74 098662 9,9
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D D D D
20°C/20°C | %vlv  20°C/20°C | % viv. 20°C/20°C | %viv 20°C/20°C | % viv

0,98650 10,0 0,98239 13,5 0,97851 17,0 0,97478 20,5

098637 10,1 0,98227 13.6 0,97840 17,1 097467 20,6

098626 10,2 098216 13,7 0,97829 17,2 097456 20,7

0,98614 10,3 0,98204 13,8 0,97818 17,3 0,97445 20,8

0,98602 10,4 098193 13.9 0,97807 17,4 0,97435 20,9

0,98590 10,5 098182 14,0 097797 17,5 0,97424 21,0

0,98578 10,6 098171 14,1 0,97786 17,6 0,97414 21,1

0,98566 10,7 098159 14,2 097775 17,7 0,97404 21,2

0,98554 10,8 098148 14,3 097764 17,8 097393 21,3

098542 10,9 098137 14,4 097754 17,9 0,97382 214

0,985 30 11,0 098126 14,5 097743 18,0 0,97371 21,5

0,98518 11,1 0,98115 14,6 097732 18,1 0,97360 21,6

098506 11,2 098103 14,7 097721 18,2 0,97350 21,7

0,98494 11,3 0,98092 14,8 097711 18,3 0,97339 21.8

0,98482 11,4 0,98081 14,9 0,97700 18,4 0,97328 21,9

0,98470 11,5 0,98070 15,0 0,97690 18,5 0,97317 22,0

0,98459 11,6 098058 15,1 0,97679 18,6 0,97 306 22,1

0,98447 11,7 098047 15.2 097668 18,7 0,97295 22,2

0,98435 11,8 0,98036 15,3 0,97657 18,8 0,97 285 22,3

0,98424 11,9 0,98025 154 0,97646 18,9 0,97274 224

0,98412 12,0 0,98014 15,5 097636 19,0 0,97263 22,5

0,98400 12,1 0,98003 15,6 0,97626 19,1 0,97252 22,6

0,98388 12,2 0.97992 15,7 097616 19,2 0,97241 22,7

0,98377 12,3 0,97981 15.8 0,97605 19.3 097230 22,8

0,98365 124 0,97970 15,9 0,97595 19.4 097219 229

098354 12,5 0,97959 16,0 0,97584 19,5 0,97208 23,0

0,98342 12,6 097948 16,1 0,97574 19,6 097197 23,1

0.98330 12,7 097937 10,2 0,97563 19,7 0,97185 23,2

0,98318 12,8 0,97926 16,3 0,97553 19,8 097174 23,3

0,98307 12,9 0,97915 16,4 097542 199 097163 23.4

0,98296 13,0 0,97905 16,5 0,97531 20,0 097152 23,5

0,98285 13,1 0,97894 16,6 0,97521 20,1 097141 23,6

0,98274 13,2 0,97883 16,7 097511 20,2 0,97130 23,7

0,98263 13,3 0,97872 16,8 0,97500 20,3 097118 23,8

(L,98251 13,4 0,97862 16,9 097489 20,4 0,97107 23,9
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D D D D
20°0C20°C | % viv  20°C/20°C | % viv  20°CJ/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv

0,97096 24,0 0,96695 27.5 (,96270 31,0 0,95802 34.5

0,97084 24,1 0,96683 27,6 0,96257 31.1 0,95788 34,6
0,97073 24,2 0,96671 27,7 0,96244 31,2 0,95774 34.7
0,97062 24,3 0,96660 27,8 0,96231 31.3 0,95759 34,8
0,97051 24,4 0,96648 27.9 0,96218 31,4 0,95745 34,9
0,97040 24,5 0,96636 28,0 0,96206 31,5 0,95731 35.0
0,97028 24,6 0,96624 28,1 0,96193 31.6 0,95717 35.1

0,97017 24,7 096612 28,2 0,96180 31,7 0,95702 35,2

0,97006 24,8 0,96601 28.3 096167 31,8 0,95688 35.3

0,96994 24,9 0,96588 28,4 0,96154 31,9 0,95673 35,4

0,96984 25,0 0,96576 28,5 0,96141 32,0 0,95659 355

0.96974 25,1 0,96565 28,6 0,96128 32,1 0,95645 35,6
0,96961 25,2 0,96553 28,7 096115 32,2 0,95630 35,7
0,96950 25,3 0,96541 288 096101 32,3 0,95616 35.8
0,96938 25,4 0,96529 28,9 0,96088 32.4 0,95601 35,9
0.96927 25.5 0,96517 29,0 0,96075 32,5 0,95587 36,0
0,96916 25,6 0,96505 29,1 0,96062 32,6 0,95572 36,1
0,96904 25,7 0,96493 29,2 0,96049 32,7 0,95558 36,2

0,96893 25,8 0,96480 29,3 0,96035 32,8 0,95543 36,3

0,96881 259 0,96468 29.4 0,96022 329 0,95528 36,4

0,96870 26,0 0,96456 29,5 0,96009 33,0 0,95513 36,5

0,96858 26,1 0,96444 29.6 0,95995 33,1 0,95499 36,6

0.96847 26,2 0,96432 29,7 0,95982 33,2 0,95484 36,7

0,96835 26,3 0,96419 29.8 0,95968 33.3 0,95469 36,8

0,96824 26,4 0,96407 29,9 0,95955 33,4 0,95455 36,9

0,96812 26,5 096395 30,0 0,95941 33.5 0,95440 37,0
0,96800 26,6 0,96383 30,1 0,95927 33.6 0,95425 37.1
0.96789 26,7 0,96370 30,2 0,95914 33.7 0,95410 37.2
0,.96777 26,8 096357 30,3 0,95900 33,8 0,95394 37.3

0,96766 26,9 0,96345 30,4 0,95887 33,9 0,95379 37,4

0,96754 27,0 096333 30,5 095873 34,0 0,95364 375

0,96742 27.1 096320 30,6 0,95859 34.1 0,95349 37.6

0,96730 27,2 0,96308 30,7 0,95845 34,2 0,95334 37.7

0,96719 27.3 0,96295 30,8 0.95830 34,3 0,95318 37.8

096707 27,4 096283 30,9 0.95816 344 0,95303 37.9
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D D D D
20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % vy 20°C/20°C | % viv

0,95288 38,0 094728 41.5 0,94124 45,0 093472 48,5

0,95272 8.1 094711 41,6 0,94106 45,1 0,93453 48,6

0,95257 38,2 0,94695 41,7 0,94088 45,2 0,93434 48,7

0,95241 383 094678 41,8 0,94070 453 093414 48,8

095226 38.4 0,94662 41,9 0,94052 454 0,93395 48,9

095210 38,5 0,94645 42,0 0,940 34 45.5 0,93376 49,0

0,95194 38,6 094628 42,1 0,94015 45,0 0,93357 49,1

095179 38,7 0,9461 1 42,2 0,93997 45,7 093337 49.2

095163 38,8 0,94594 42,3 0,93979 45.8 093318 49,3

0,95148 38,9 0,94577 424 0,93961 459 0,93298 49,4

095132 39,0 0,94560 42,5 0,93943 46,0 0,93279 49,5

095116 39.1 0,94543 42,6 0,93924 46,1 0,93260 49,6
0,95100 39,2 0,94526 42,7 0,93906 46,2 093240 49,7
(,95084 39.3 0,94509 42,8 093887 16,3 0,93221 49.8

0,95068 394 0,94492 42,9 0,93869 46,4 0,93201 49,9

0,95052 39.5 0,94475 43.0 0,93850 46,5 0,93182 50,0

0,95037 39.6 0,94458 43,1 0,93831 46,6 0,93162 50,1

0,95021 39,7 0,94440 43.2 093813 46,7 0,93142 50,2

0,95005 39.8 0,94423 43,3 0,93794 16,8 093122 50.3

0,94989 399 0,94405 434 0,93776 46,9 093102 50,4

(,94973 40,0 0,94388 43,5 0,93757 47,0 0,93082 50,5

0,94957 40,1 0,94371 43,6 0,93738 47,1 0,93063 50,6

(,94941 40,2 0,94353 43,7 0,93719 47,2 093043 50,7

0,94924 40,3 094336 43,8 0,93701 47.3 093023 50,8

0,94908 40,4 094318 43,9 0,93682 474 0,93003 50,9

(),94892 40,5 0,94301 44,0 0,93663 47.5 0,92983 51,0

0,94876 40,6 0,94283 44,1 0,93644 47,6 0,92963 51,1

0,94860 40,7 0,94266 44,2 0,93625 47,7 0,92943 51,2

094843 40,8 094248 44,3 0,93606 47 .8 092922 51.3

0,94827 40,9 0,94230 44,4 093587 47,9 (0,92902 51,4

094811 41,0 0,94213 44,5 0,93568 48.0 0,92882 51,5

(0,94794 41,1 0.94195 44,0 0,93549 48,1 0.92862 51.6

094778 41,2 0,94177 44,7 0,93530 48,2 0,92842 51,7

094761 41,3 0,94159 44.8 0,93510 48,3 0,92821 51,8

0,94745 414 0.94142 449 0,93491 48,4 0,92801 519
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D D D D
20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv = 20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv
0,92781 52,0 0,92057 55.5 0,91300 59,0 0,90507 62,5
0,92761 52,1 0,92036 55,6 0,91278 59,1 0,90484 62,6
0,92740 52,2 0,92015 55,7 0,91255 59,2 0,90461 62,7
0,92720 52,3 0,91993 55,8 0,91233 59.3 0,90438 62,8
0,92700 52,4 091972 55,9 091210 59,4 0,90415 629
0,92679 52,5 0,91951 56,0 0,91188 59.5 0,90392 63,0
0,92659 52,6 0,91930 56,1 091166 59.6 0,90369 63,1

0,92639 52,7 091908 56,2 091143 59.7 0,90346 63,2

092619 52,8 0,91887 56,3 091121 39.8 0,90323 63,3

0,92598 52,9 0,91865 56,4 0,91098 59.9 0,90300 63,4
092578 53,0 0,91844 56,5 0,91076 60,0 0,90276 63,5
092557 53.1 0,91823 56,6 0,91053 60,1 (,90253 63,6

0,92536 53,2 0,91801 56,7 0,91031 60,2 0,90230 63,7

092516 53,3 091780 56,8 0,91008 60,3 0,90207 63.8

0,92496 53.4 091758 56,9 090986 60,4 0,90184 639
0,92475 53.5 0,91737 57.0 0,90963 60,5 (,90161 64,0
0,92454 53,6 091715 57,1 0,90941 60,6 0,90137 64,1

0,92434 53.7 0.91694 57,2 090918 60,7 0,90114 64,2

0,92413 53.8 0,91672 57,3 0,90896 60,8 0,90091 64,3

0,92393 53,9 0,91651 57.4 0,90873 60,9 0,90067 64,4

0,92372 54,0 0,91629 57,5 0,90851 61,0 0,90043 64,5

0,92351 54,1 0,91607 57,6 0,90828 61,1 0,90020 64,6

0,92330 54,2 0,91586 57.7 (0,90805 61,2 0,89997 64,7

0,92309 54.3 091564 57.8 (0,90782 61,3 0,89973 64,8

0,92288 54,4 091543 57,9 0,90759 61,4 0,89950 64,9

0,92267 54.5 0,91521 58,0 0,907 36 61,5 0,89926 65.0

0,92247 54,6 091499 58,1 0,907 14 61,6 0,89902 65,1

0,92226 54.7 091477 58,2 0,90691 61,7 0.89879 65,2

0,92205 54,8 0,91455 58,3 090666 61,8 0,89855 65.3

0,92184 54.9 0,91433 58,4 0,90645 61,9 0,89831 65,4

0,92163 55.0 0,91410 58,5 0,90622 62,0 0,89807 65.5

092142 55.1 091388 58.6 0,90599 62,1 0,89784 65,6
0,92121 55,2 0,91366 58,7 0,90576 62,2 0,89760 65,7
0,92099 55.3 0,91344 58,8 0,90553 62,3 0,89736 65,8

092078 55,4 091322 58,9 0,90530 62,4 0,89713 65,9
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9 APENDICES

9.1 Curva Padrio de Acido Galico

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA - MEC
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PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO - PRPG

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO - PPGAN

APENDICE A - Curva padrio de dcido galico para determinaciio dos compostos fendlicos
totais.

Curva padriao de Acido Galico
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