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ABSTRACT: Kombucha - a drink fermented by bacteria
and yeast - is widely used in the East. Kombucha has
antioxidant  properties and  probiotics  providing
nutraceutical benefits for those who drink it. The objective
of this study was to evaluate the chemical profile and
antioxidant activity of kombucha that had as substrate a tea
with energetic properties (pineapple peel, ginger and
guarana powder) and two types of sugars (crystal or brown
sugar). To this end, the study consisted of four treatments
with two replications, in which two types of sugar (crystal
and brown) and two tea combinations (control energy tea)
were compared. For each treatment, the chemical profile
and antioxidant activity were evaluated on day zero and day
12. The results showed a reduction in pH for all treatments
after fermentation (day 12). The presence of reducing
sugars was also observed, which were statistically
significant when comparing the energy tea with the control
(using crystal or brown sugar) on day zero. Kombuchas
showed greater free radical scavenging activity than when
measured on day zero. With these results it was observed
that, although brown sugar has better nutritional properties
than crystal sugar, the results showed that the use of these
sugars to prepare kombucha from energy tea did not differ
statistically for pH and antioxidant activity. However, the
kombuchas produced could be a source of antioxidant
action, indicating possible health benefits.

KEYWORDS: Antioxidant. Biotechnology. Teas.
Probiotics. Scoby.

RESUMO: A Kombucha - uma bebida fermentada por
bactérias e leveduras - ¢ bastante usada no oriente. A kombucha
possui propriedades antioxidantes e probiodticos proporcionando
beneficios nutracéuticos para quem ingere. O objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil quimico e atividade antioxidante de
kombucha que teve como substrato um cha com propriedades
energéticas (casca de abacaxi, gengibre e pd de guarand) e dois
tipos de agucares (cristal ou mascavo). Para tanto, o estudo
consistiu em quatro tratamentos com duas repetigdes, no qual
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foram comparados dois tipos de aglcares (cristal e
mascavo) e duas combinac¢des de cha (cha energéticos
controle). Para cada tratamento foram avaliados perfil
quimico e atividade antioxidante no dia zero e no 12°
dia. Os resultados mostraram redugéo de pH paa todos
os tratamento apds a fermentacdo (dia 12). Também
foi observado presenca de agucares redutores, sendo
estes estatisticamente significativos ao comparar o cha
energético com o controle (utilizando o agticar cristal
ou mascavo) no dia zero. As kombuchas apresentaram
maior atividade sequestrante de radicais livres que
quando medidos no dia zero. Com estes resultados
observou-se que, apesar do agucar mascavo ter
propriedades nutricionais melhores que o aglcar
cristal, os resultados mostraram que o uso desses
agUcares para o preparo do kombucha advindo de cha
energético ndo diferiram estatisticamente para pH e
atividade antioxidante. Porém, as kombuchas
produzidas poderiam ser uma fonte de agfo
antioxidante, indicando possiveis beneficios para a
saude.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante.
Biotecnologia. Chas. Probioticos. Scoby

1 INTRODUCAO

A Kombucha apresenta diversos beneficios, como
a presenca de compostos fendlicos, presentes
naturalmente nos chas, com potente atividade
antioxidante, = combatendo  radicais  livres.
Medeiros et al. (2019) relatam que a atividade
antioxidante da Kombucha se deve a doagdo de
elétrons, na quelagdo de metais ¢ na doacdo de
hidrogénios. Ofori et al. (2015), ao avaliarem a
administragdo oral de Kombucha em ratos,
mostraram que houve diminui¢do do grau de
oxidagdo lipidica e fragmentacdo do DNA.

Alguns importantes constituintes  quimicos
gerados na fermentagdo, sdo os acidos acético,
lactico e gluconico (YASSIN, 2019). Também se
tem avaliado a presenca do acido glicurénico, o
qual é capaz de retirar substincias toxicas do
corpo ¢ de excessos de hormoénios esteroidais
(MEDEIROS et al., 2019). E possivel observar a
presenca de vitaminas do complexo B, vitamina
C, minerais, ions de ferro e iodo na kombucha
(YASSIN, 2019). Além disso, a kombucha tem
acdo probidtica no intestino, ajudando no
equilibrio da microbiota intestinal, possuindo um
grande valor funcional (SANTOS et al., 2019).

A kombucha ¢ normalmente preparada com chas
preto ou verde, no entanto alguns estudos tem
mostrado a obten¢do de bebidas analogas a
kombucha, utilizando diferentes substratos como
gengibre (SALAFZOON et al., 2017), suco de uva
(AYED et al., 2017), mil-folhas (VITAS et al.,
2018), leite (HRNJEZ et al., 2014), carvalho
(VAZQUEZ-CABRAL et al., 2017) e erva-mate
(LOPES, 2019).

O abacaxi (4Ananas comosus), uma fruta bastante

apreciada no Brasil e usada em grande escala na area
industrial. Os residuos do abacaxi, que antes ndo eram
aproveitados, tal como as cascas, as sementes ¢ a coroa t€ém
sido utilizados em diferentes preparagdes, sendo
alternativas sustentaveis de consumo da fruta. A casca do
abacaxi, por exemplo, pode ser transformada em uma
farinha nutritiva usada em paes (GOMES et al.,2021). Por
ser uma fruta energética e rica em minerais, o descarte de
cascas, sementes ¢ afins repercute em perdas nutricionais
que poderdo causar uma transformac¢do na saude humana,
mostrando sua grande importancia (BAZZI et al., 2020).

O gengibre (Zingiber officinale), uma planta original da
Asia, com imensa utilizagio na area medicinal, vem sendo
ao longo dos anos, objeto de estudo pelos seus intimeros
beneficios, dentre os quais se destaca o potencial no
metabolismo energético. Em achados experimentais, alguns
ratos mostraram um aumento significativo na temperatura
corporal, com elevacdo por 30 minutos da mesma,
denotando um possivel efeito no sistema nervoso simpatico
(SOARES, 2020). Além disso, a raiz de gengibre apresenta
elevadas substdncias bioativas que promovem agdo
antipirética, antiplaquetdria, antifungica, anticarcinogénica,
hepatoprotetora e em muito na agdo contra radicais livres
por conta de compostos fenélicos (OLIVEIRA, 2018).

O guarana (Paullinia cupana), uma fruta brasileira,
predominante da regido amazdnica, que possui propriedades
energéticas e revitalizantes, comumente usada em forma de
capsula ou p6 por muitos atletas, traz consigo efeitos
advindos das suas principais substancias, a cafeina e a
metilxantina, que ajudam no exercicio e que muitas das
vezes complementam os valores estipulados de energia para
um bom desempenho esportista (LIMA et. al, 2020). O
guarand ainda possui catequinas, constituintes abundantes
no cha verde e que inibem a peroxidagdo lipidica,
mostrando um grande potencial contra o mal dos dias
modernos, a obesidade (OLIVEIRA, 2021).

Desta forma, é promissor a combinagao das trés plantas, por
possibilitar uma kombucha completa e com grande
potencial de renovagao corporal, tdo quanto a nivel celular.
Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
quimico e atividade antioxidante de uma kombucha que
teve como substrato um cha com propriedades energéticas
(casca de abacaxi, gengibre e pé de guarana) e dois tipos de
acucares (cristal ou mascavo).

2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

O delineamento inteiramente casualizado com esquema de
parcelas subdivididas no tempo foi utilizado neste estudo
(Tabela 1). O estudo consistiu em quatro tratamentos com
duas repeti¢des, no qual foram comparados dois tipos de
acucares (cristal e mascavo) e duas combinag¢des de cha
(cha energéticos controle). Para cada tratamento foram
avaliados perfil quimico e atividade antioxidante no dia
zero e no 12° dia.

U\

UNIFENAS

Universidade Professor Edson Anténio Velano

53
Numero 1, Volume 6, jan/mar de 2024 — ISSN: 2596-3481 -



PERFIL QUIMICO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE KOMBUCHA DERIVADA DE CHA COM

Tabela 1. Delineamento experimental

Tipo de Chis Tratan
Agiicar
Agiicar + Controle: Chd verde T1
cristal Cha energético: Casca de Abacaxi + gengibre + pé de guarand T2
Agiicar + Controle: Cha verde 13
mascavo Cha energético: Casca de Abacaxi + gengibre + pé de guarand T4

2.2 Cultura simbiotica (SCOBY)

A cultura simbidtica composta por bactérias e
leveduras (SCOBY) foi obtida a partir da
fermentagdo (aproximadamente 30 dias) de cha
verde natural (8g/L)- (Camellia sinenses, Le@o
Fuze®) adogado com 100 g/L de aglicar mascavo
(Kallel et al. 2012) e bebida comercializada de
kombucha, na propor¢do de 9:1, respectivamente.
A incubacdo ocorreu em temperatura ambiente.
Esta cultura estoque foi mantida sob refrigeracdo e
utilizada para o preparo do inéculo de todas as
fermentacdes. Sendo que a cada retirada de meio
fermentado o mesmo volume de meio estéril foi
adicionado.

2.3 Preparacio do meio de cultivo: controle

Os indculos foram preparados conforme descrito
por Jayabalan et al. (2014). O meio continha
100g/L de sacarose (agucar cristal ou mascavo) e
8g/L de folhas de cha verde natural (Camellia
sinenses, Ledo Fuze®)(Kallel et al. 2012)-Figura
1A e 1B. Para o preparo da infusdo, as folhas de
cha verde e sacarose foram adicionadas em 1L de
agua (80 °C) e, ap6s 10 min, foram removidas por
filtragdo. Apos o arrefecimento da infusdo, o cha
foi transferido para garrafas de vidro de 1L
(Figura 2A e 2B).

2.4 Preparacio do meio de cultivo: cha
energético

Para o preparo do cha energético utilizou-se 143 g
de casca de abacaxi, 6 g de gengibre (raiz
tuberosa), 6g de po de guarana e 100g sacarose
(agtcar cristal ou o mascavo) - Figura 1C e 1D.
Esses ingredientes foram adicionados em 1L de
agua (80 °C) e, apds 10 minutos, o cha foi filtrado.
Apds o arrefecimento, o mesmo foi transferido
para garrafas de vidro de 1L (Figura 2C e 2D).

Figura 1. Ingredientes utilizados para preparagdo dos

chas. A) Controle - Tratamento 1 (T1): Agucar cristal
+ cha verde. B) Controle — Tratamento 3 (T3): Actcar
mascavo + ché verde. C) Cha energético — Tratamento

2 (T2): Agucar cristal + casca de abaca

PROPRIEDADES ENERGETICAS

Figura 2. Chaés utilizados para a produgdo da Kombucha.
A) Controle - Tratamento 1 (T1): Agtcar cristal + cha
verde. B) Controle — Tratamento 3 (T3): A¢ticar mascavo +
ché verde. C) Cha energético — Tratamento 2 (T2): Agucar
cristal + casca de Abacaxi +gengibre + p

2.5 Fermentaciao: kombucha

Para os tratamentos controles, foram adicionados em frasco
Erlenmeyer (500 mL) estéreis, 300 mL do cha verde
preparado nas concentracdes estabelecidas para o ensaio
(descrito no item 2.3) e inoculados com a cultura
simbiontica (descrito no item 2.2). Apos, o bocal dos
frascos foi fechado com pano poroso tipo Perflex.

Para os tratamentos - cha energético, em frasco Erlenmeyer
(500 mL) estéreis foram adicionados 270 mL do cha
energético preparado nas concentragdes estabelecidas para
o ensaio (descrito no item 2.4) e 30 mL de cha verde
preparado nas concentragdes estabelecidas para o ensaio
(descrito no item 2.3). Apds, as solugdes foram inoculadas
com a cultura simbiotica (descrito no item 2.2). O bocal
dos frascos foi fechado com pano poroso tipo Perflex.
Todos os tratamentos foram realizados em duplicata e
incubados em temperatura ambiente por 12 dias para a
fermentacdo como recomendado por Ayed, Abid e Hamdy
(2017) e Sun, Li e Chen (2015). Amostras de todos os
tratamentos foram retiradas nos dias 0 ¢ 12.

2.6 Determinacdes analiticas: pH e aclicares redutores
Amostras retiradas nos dias 0 e 12 foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante avaliado
quanto ao pH e agucares redutores. Para determinacdo do
pH, foram utilizadas aliquotas de 10 mL das amostras. A
leitura foi realizada com pHmetro digital. A concentragdo
de aglicares redutores foi obtida por meio do método
descrito por Miller (1959), utilizando o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) como agente oxidante. Para tanto,
foi adicionado 1 mL de reagente DNS (1% de acido 3,5-
dinitrosalicilico) a 1 mL da amostra. Apds a
homogeneizagdo, a mistura foi aquecida em banho-maria e
a absorvancia foi medida a 540 nm em leitor de microplacas
utilizando glicose para a curva de calibracao.

2.7 Atividade antioxidante: atividade sequestrante de
radicais livres DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante das amostras
retiradas nos dias 0 e 12, foi realizado o ensaio DPPH, que
mede a atividade de redugdo do radical 2,2-difenil-1-
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picrilidrazilo. Esse ensaio foi conduzido de acordo
com método utilizado por Hatano et al. (1988)
com modificagdes. As amostras previamente
diluidas foram misturadas com solugdo etanolica
(7,4 mg / 100 mL) de DPPH estavel. Apos o
tempo de reacdo de 30min, foi feita a leitura da
absorbéncia a 515 nm. As leituras foram utilizadas
para o calculo da capacidade de eliminagdo do
radical DPPH:

Ac t

c
Onde, %ASRL refere-se a atividade de eliminacao
(%);Ac ¢é o controle, refere-se a absorbancia dos
reagentes, sem a amostra;At refere-se a amostra, a
absorbancia com amostra.

2.8 Anadlise estatistica

Todas as medidas foram tratadas estatisticamente
utilizando analise de variancia (ANOVA) e
comparados através do Teste de Tukey (p < 0,05)
por meio do pacote Exp. Des.pt: Pacote
Experimental Designs(software R).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagdes analiticas: pH

Com base nos resultados do teste de pH
apresentados na Tabela 2, foi possivel observar
que todos os tratamentos apresentam pH &cido
para os dias zero (aproximadamente 6,0) e 12
(aproximadamente 3,6). Para o pH, ao comparar o
uso de acgucar cristal e mascavo entre o0s
tratamentos, de acordo com o teste F, as médias
desse fator foram estatisticamente iguais, ou seja,
nao houve diferencas estatisticas.

Tabela 2. Valores de pH dos tratamentos nos dias zero & 12 de fermentagdo:

Tratamentos Dia zero Dial2

Tl 6,110,12 3,300 04
T2 4 4402 3,380,30
I £,3120,52 337:0020
T4 33201 3,610, 10

0 valores de pH 530 expressos como madiasdesyios P33 Sadabalanantus diferantas tempos de fermentaco. Médias sepuidas
por lefras minisculas diferentes na mesma linha ou coluna indicam diferenca signficativa (o20,09), pelo teste de Tukew, Dia 0: Ghas

PROPRIEDADES ENERGETICAS

3.2 Determinacdes analiticas: agticares redutores

A tabela 3 mostra a variagdo do teor de agucares redutores
na kombucha durante o periodo de fermentagdo. Para o teor
de acucares redutores, a0 comparar o cha energético com o
controle (utilizando o agucar cristal ou mascavo) no dia 0,
as medias desse fator foram estatisticamente significativas.
Pode-se observar que houve diminui¢do do contetdo de
teor de agucares redutores apenas para o Tl quando
medidos no dia zero e 12, ou seja, houve utilizagdo dos
carboidratos como fonte de carbono pela cultura simbidtica
(LOPES, 2019).

Tabela 3. Teor de agucares redutores (ug/ml) dos tratamentos nos dias zero e 12 de fermentagdo:

Tratamentos Dia zero Dia 12

T1 23,46=29,952 13,00=5 440
T2 25,4424 20 29,6518 317
T3 25,00=7.672 175,44=6.182
T4 540£2470 62,8229 707
CV%

Os valores s80 expressos como meédiatdesyios, para cada tratamento. Médias seguidas por letras minlsculas

diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p=0,05), pelo teste de Tukey, Médias seguidas por letras,
mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p=0,05), pelo teste de Tykey, Dia 0
Chas recém preparados, antes da adicdo do sgoby. Dia 12: Chas fermentados. T1 = Confrole - Tratamento 1: Aglcar
cristal + cha verde. T2 = Ché energéfico — Tratamento 2: Actcar cristal + casca de Abacaxi + gengibre + po de
qguarana. T3 = Confrole — Tratamento 3: Aclcar mascavo + cha verde. T4 = Cha energético — Tratamento 4: Aglcar
MAsCavo + casca de Abacaxi + gengibre + po de guarana.

Para os T2, T3 e T4 quando comparados no dia zero ¢ 12,
apesar de ndo terem sido estatisticamente significativos, a
variagdo média no teor de agucares redutores era esperada,
considerando que o tipo de aglcar utilizado para cada
formulacdo influencia diretamente no teor de glicose do
produto. O agiicar mascavo ao contrario do agtlicar cristal,
ndo ¢ submetido a processos de refinamento, portanto, tem
maior qualidade nutricional (NATALINO et al., 2021). O
aglcar cristal possui cristais maiores, € se estiverem
completamente dissolvidos, pode haver maior facilidade de
metabilozacdo pelas bactérias e leveduras. O agucar
mascavo por ser mais encorpado e dificil solubiliza¢do pode
ser menos metabolizado pelas bactérias e leveduras. De
qualquer modo, ao final do processo, se tem uma bebida
com o agucar residual. Esse agucar residual é composto,
normalmente, de glicose e/ou frutose e permanece na
bebida em quantidades variaveis, sendo menores quando
comparados a outras bebidas como refrigerantes ou sucos.

Para os T2, T3 e T4, o conteido de agucares redutores
aumentou quando comparados as medidas dos dias 0 e 12,

r=cém praparados, antes da adigdo do sophu i3, 12: Chas fermentadas. T1 = Gontrale - Tratamenta 1: Agticar cristal 4,chd verde.
T2 = Cha enargético - Tratamento 2: Aglicar cristal 4, casca de abacaxi + gengibre = pd de guarana. T3 = Conirole - Tratamento &
Aglear maseavo + chd varde. T4 = Cha enargético - Tratamento 4: Apdioar mascavo + casca de abacaxi + gengibre + pd de guarand.

indicando que houve inversdo da sacarose pela acdo das
enzimas microbianas, producdo de acidos organicos e

Com base na andlise ANOVA (p<0,05) foi
possivel observar diferengas significativas em
relagdo ao pH medidos nos dias zero e 12 (Tabela
2) para cada tratamento. No dia 12, para todos os
tratamentos, o pH teve redug@o. De acordo com
Sopandi e Dan Wardah (2014), a diminui¢do do
valor de pH ¢é devido ao proprio processo de
fermentacdo. Os microorganismos presentes no
Scoby formam 4cidos organicos e outros
metabolitos secundarios como resultado de
produtos de fermentacdo de kombucha. O pH
acido no kombucha tem a capacidade de limitar o
crescimento de microrganismos patogé€nicos, 0s
quais se desenvolvem com mais facilidade em pH
neutro (NUMMER, 2013; PEREIRA et al., 2017).

declinio do pH (ver Tabela 2). Esses resultados, corroboram
com os encontrados por Zubaidah et al. (2017). Esses
autores afirmaram que esse aumento ¢ em decorréncia da
acdo de invertases (enzimas extracelulares produzidas por
leveduras), as quais hidrolisam a sacarose em glicose ¢
frutose produzindo etanol como metabolito. Enquanto que
as bactérias acéticas convertem glicose em acido gluconico
e frutose em acido acético. Deste modo, essas substancias
sdo utilizadas como fonte de energia, na sintese de
biomassa microbiana e celulose.

3.3 Atividade antioxidante: atividade sequestrante de
radicais livres DPPH

Na tabela 4 foram apresentados os resultados obtidos para a
atividade sequestrante do radical DPPH.
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Tabela 4. Avaliagio da capacidade sequestrante de radicais livres (DPPH) em % nos tratamentos nos
dias 0 e 12 de fermentacio:

Tratamentos Dia zero Dia 12

T1 36,32£12,65° 87,29:11,46°
T2 58,37+12,042 86,7526,60°
T3 57.10+4,892 82,08£996°
T4 48,163,20* 89,490,382
CV

Os valores sfo expressos come MEdiadesvios, para cada fratamento. Médias seguidas por letras mindsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p=i 05), pelo teste de Tukey, Médias sequidas pr letras,
mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p=0,05), pelo teste de Tukey, Dia O:
Chag recém preparados, antes da adico do sgoby. Dia 12- Chas fermentados. T1 = Controle - Tratamento 1: Aglcar
cristal £ cha verde. T2 = Cha energético — Tratamenio 2: Aglcar cristal & casca de Abacaxi + gengibre + po de
guarana. T3 = Confrole — Tratamento 3: Aglcar mascavo 4 ché verde. T4 = Cha energético — Tratamento 4: Aglcar
mastavo + casca de Abacaxi + gengibre + po de guarana.

Ao comparar o uso de agucar cristal e mascavo
entre os tratamentos medidos nos dias zero e 12,
de acordo com o teste F, as médias foram
estatisticamente 1iguais, ou seja, ndo houve
diferencas estatisticas. No entanto, no dia 12, os
kombuchas  apresentaram  maior  atividade
sequestrante de radicais livres que quando
medidos no dia 0. Esses resultados apesar de ndo
terem sido estatisticamente significativos, os
kombuchas produzidos poderiam ser uma fonte de
acdo antioxidante, indicando possiveis beneficios
para a saude.

Vitas et al. (2018) produziram um kombucha a
partir de cha de mil-folhas (Achillea millefolium
L.) e mostrou que a fermentagdo esta associada ao
aumento da atividade antioxidante pelo método de
DPPH, uma vez que, houve maior conteudo de
compostos bioativos. A atividade antioxidante do
kombucha pode ocorrer pela presenca de
polifendis, acido ascorbico e acido-D-sacarico-
1,4-lactona obtidas por reagdes enzimaticas
realizadas pelos microrganismos durante a
fermentacdo (JAYABALAN, et al., 2014).

4 CONCLUSAO

O cha energético (casca de abacaxi, gengibre e pd
de guarand) é um substrato viavel para a producao
de kombucha. As analises mostraram que houve
reducdo do pH para todos os tratamentos apos a
fermentacdo (dia 12); presenca de agucares
redutores, sendo estes significativos
estatisticamente apenas no dia inicial (dia zero).
Também foi observado maiores capacidades
sequestrantes de radicais livres DPPH quando os
tratamentos foram comparados nos dias zero e 12.
Deste modo, apesar do acucar mascavo ter
propriedades nutricionais melhores que o agucar
cristal, os resultados mostraram que o uso desses
acucares para o preparo do kombucha advindo de
cha energético ndo diferiram estatisticamente para
pH e atividade antioxidante.A produgdo de
kombucha a partir do substrato do cha energético
tem potencial para ser comercializada. Para tanto,
existe a necessidade de realizar algumas analises
como a medigdo do teor de etanol produzido na
kombucha durante a fermentagao; identificacdo do
perfil de compostos bioativos e acidos orgénicos;
bem como a analise sensorial.
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