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RESUMO

O consumo de bebidas fermentadas, como a kombucha, tem aumentado significativamente,
impulsionado pela busca por um estilo de vida saudavel, com énfase em produtos naturais e
nutritivos. Originaria da China, a kombucha ¢ amplamente reconhecida por suas propriedades
desintoxicantes e energizantes, sendo rica em compostos bioativos derivados do chéa, como
polifendis e acidos organicos. Esses componentes oferecem diversos beneficios a saude,
incluindo efeitos antioxidantes e antimicrobianos. Além disso, a bebida, frequentemente
gaseificada e aromatizada com frutas ou ervas durante a segunda fermentagdo, tem
conquistado cada vez mais adeptos. Objetivou-se desenvolver formulagdes de kombucha
saborizada com frutas tipicas do Nordeste e avaliar seu potencial antioxidante buscando
valorizar os frutos locais e inovar no mercado de bebidas fermentadas. Para isso foram
elaboradas trés formulacdes de kombucha, sendo: KP (Padrao); KG (saborizada com polpa de
gogoia) e KC (saborizada com polpa de caji). Foram determinados o teor de compostos
fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante total (FRAP e ABTS). Os
resultados mostraram que a kombucha KP apresentou os maiores valores de compostos
fenolicos totais (59,4 mg AGE/mL), flavonoides totais (8,3 mg CE/mL) e atividade
antioxidante total (FRAP 0,3 pmol TEAC/mL e ABTS 2,2 umol TEAC/mL) comparada com
as demais formulagdes (KG e KC), destacando seu alto potencial antioxidante. No entanto,
KC apresentou valores intermediarios para compostos fenolicos e flavonoides totais (49,5 mg
AGE/mL e 6,9 mg CE/mL, respectivamente), além de uma atividade antioxidante préxima ao
controle (0,3 e 2,1 umol TEAC/mL), indicando um bom potencial antioxidante. Em
conclusdao, os resultados demonstraram que, embora a kombucha padriao (KP) tenha
apresentado os maiores valores de compostos fenolicos, flavonoides e atividade antioxidante
total, a kombucha saborizada com caja (KC) também revelou um bom potencial antioxidante,
com valores intermedidrios, o que a torna uma alternativa promissora. A kombucha
saborizada com gogoia (KG), por outro lado, apresentou valores mais baixos em comparacao
com as outras formulac¢des. Esses achados indicam que a combinacdo de kombucha com
frutas tipicas do Nordeste, como o caja, pode oferecer beneficios nutricionais relevantes,
contribuindo tanto para a valorizacao dos frutos locais quanto para a inovagao no mercado de
bebidas fermentadas.

Palavras-chaves: Bioativos, Gogoia, Caja, Kombucha.
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ABSTRACT

The consumption of fermented beverages, such as kombucha, has significantly increased,
driven by the search for a healthy lifestyle with an emphasis on natural and nutritious
products. Originating from China, kombucha is widely recognized for its detoxifying and
energizing properties, being rich in bioactive compounds derived from tea, such as
polyphenols and organic acids. These components offer various health benefits, including
antioxidant and antimicrobial effects. Additionally, the beverage, often carbonated and
flavored with fruits or herbs during the second fermentation, has gained an increasing number
of followers. The objective was to develop kombucha formulations flavored with typical
fruits from the Northeast and evaluate their antioxidant potential, aiming to highlight local
fruits and innovate in the fermented beverage market. Three kombucha formulations were
developed: KP (Standard), KG (flavored with gogoia pulp), and KC (flavored with caja pulp).
The total phenolic content, total flavonoids, and total antioxidant activity (FRAP and ABTS)
were determined. The results showed that the KP kombucha presented the highest values of
total phenolic compounds (59,4 mg AGE/mL), total flavonoids (8,3 mg CE/mL), and total
antioxidant activity (FRAP 0,3 pmol TEAC/mL and ABTS 2,2 umol TEAC/mL) compared to
the other formulations (KG and KC), highlighting its high antioxidant potential. However, KC
showed intermediate values for total phenolic compounds and total flavonoids (49,5 mg
AGE/mL and 6,9 mg CE/mL, respectively), in addition to an antioxidant activity close to the
control (0,3 and 2,1 umol TEAC/mL), indicating a good antioxidant potential. In conclusion,
the results demonstrated that, although the standard kombucha (KP) showed the highest
values of phenolic compounds, flavonoids, and total antioxidant activity, the kombucha
flavored with caja (KC) also revealed good antioxidant potential, with intermediate values,
making it a promising alternative. On the other hand, the kombucha flavored with gogbia
(KG) showed lower values compared to the other formulations. These findings suggest that
combining kombucha with typical fruits from the Northeast, such as caja, can offer relevant
nutritional benefits, contributing both to the appreciation of local fruits and to the innovation
in the fermented beverage market.

Keywords: Bioactive, Gogoia, Caja, Kombucha.
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1 INTRODUCAO

O setor da industria, especialmente das bebidas funcionais, tem registrado um grande
crescimento no consumo de kombucha  impulsionado pela crescente demanda dos
consumidores por um estilo de vida mais saudavel, com preferéncia por produtos sem aditivos
quimicos e com alto valor nutricional (Villarreal-Soto et al., 2018). Essa tendéncia ¢
considerada uma das principais impulsionadoras para o desenvolvimento do setor de
alimentos funcionais, sendo a kombucha uma das bebidas mais destacadas nesse contexto
(Kim et al., 2020).

A producdo da kombucha remonta aproximadamente 220 a.C., no Nordeste da China,
onde era consumida durante a Dinastia Tsin devido as suas propriedades desintoxicantes e
energizantes. Acredita-se que o nome “kombucha” tenha origem em um médico japonés
chamado Kombu, que teria levado uma amostra de SCOBY para o Japao e recomendado o
uso desta bebida ao imperador (Leonarski et al., 2022). Com o tempo o consumo da
kombucha se expandiu para a Russia e India, por volta de 1800, tornando-se uma das
principais bebidas consumidas pelos russos e alemaes durante a Primeira Guerra Mundial
(Freitas et al., 2022).

A Kombucha se apresenta como uma bebida gaseificada refrescante, natural,
probidtica, semelhante a um espumante. Suas propriedades antioxidantes e detoxificantes
sdo doadas pelos principios ativos do substrato fermentavel, ou seja, o cha usado no
preparo, que caracteristicamente ¢ rico em compostos fenolicos, potentes antioxidantes
(Chakravorty et al., 2016; Filippis et al., 2018). Além disso, os microrganismos presentes na
fermentagdo conseguem realizar transformagdes enzimaticas de compostos organicos,
gerando metabolitos eficientes como acidos organicos, vitaminas, etanol, aminoécidos,
enzimas hidroliticas e minerais. A associa¢dao de leveduras e bactérias permite a utilizagao de
substratos em diferentes vias metabolicas, resultando em uma variedade de compostos
bioativos presentes na bebida ( Jakubczyk, 2020; Kitwetcharoen, 2023). Diante disto, a
kombucha apresenta uma composi¢ao bioativa que lhe confere diversos efeitos na saude, tais
como acdes antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas, imunomoduladoras e
hepatoprotetoras (Saimaiti et al., 2022).

Ap6s ter sido fermentado por um periodo adequado, a kombucha pode ser ingerida
in natura ou submetida a uma segunda fermentacdo em recipiente fechado, cuja etapa

permitird o aprisionamento do CO2 produzido, resultando na gaseificacdo da bebida. Ainda
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durante a segunda fermentacdo, ¢ possivel adicionar de 20% a 25% de suco de frutas, frutas
frescas, outro cha, ou até ervas e especiarias, para enriquecer o sabor e as propriedades da
bebida. Embora essa etapa ndo seja essencial para o processo, ela representa uma verdadeira
arte na produgdo de bebidas saborizadas e carbonatadas, e tem conquistado muitos adeptos
(Crum e Lagory, 2016; Medeiros; Cechinel-Zanchett, 2019; Silva et al., 2020).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver formulacdes de
kombucha saborizada com frutas nativas do Nordeste brasileiro, como o caja e a gogodia, além
de avaliar a atividade antioxidante da bebida produzida. Esses frutos, conhecidos por suas
caracteristicas organolépticas marcantes, sdo amplamente consumidos na regido. Com a
crescente demanda por alternativas alimentares saudaveis e sustentaveis, o estudo propde
explorar o potencial dessas frutas na produgdo de kombucha, uma bebida fermentada que tem
conquistado popularidade devido aos seus beneficios para a satde. Ao utilizar o caja e a
gogoia, o trabalho busca ndo apenas valorizar os frutos locais, mas também contribuir para a
inovacdo no mercado de bebidas fermentadas, destacando a importancia de preservar e

promover a biodiversidade regional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante de kombuchas saborizadas com frutos regionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v’ Elaborar formula¢des de kombucha saborizadas com frutos regionais (caja e gogoia);
v’ Determinar os compostos fendlicos totais e flavonoides totais das bebidas elaboradas;

v/ Avaliar a atividade antioxidante das bebidas elaboradas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BEBIDAS FERMENTADAS

A histdria das bebidas fermentadas é longa e variada, comecando com fermentagdes
espontaneas na antiguidade e evoluindo para métodos modernos no setor industrial,
permitindo assim producdo em grande escala. Isso ocorre devido ao processo de fermentagao,
que ¢ um método antigo para preservacdo de alimentos, sendo também um sistema de
conservagdo de energia de baixo custo, essencial para garantir a vida e a seguranca dos
alimentos. Recentemente, este bioprocesso foi aplicado para a producdo e extracdo de
compostos bioativos de plantas em industrias de alimentos e bebidas (Villarreal-Soto et al.,

2018).

As bebidas fermentadas podem ser alcodlicas ou ndo alcoodlicas, dependendo do
processo e dos microrganismos utilizados. As alcodlicas geram dalcool por fermentagdo
anaerdbica, enquanto as ndo alcoolicas utilizam fermentagdo aerdbica, produzindo compostos
benéficos com baixo teor alcodlico (geralmente abaixo de 0,5%). Elas também podem ser
classificadas conforme suas matérias-primas, como graos, frutas ou laticinios (Kaur; Ghoshal;

Banerjee, 2019).

O mercado global de bebidas fermentadas, alcoolicas e nao alcoodlicas, foi estimado
em 2,27 trilhdes de dolares em 2024, com previsdo de crescimento anual de 6,2% até 2029
(Mordor Intelligence, 2024). A cerveja e o vinho dominam as bebidas alcodlicas, enquanto o
kombucha lidera entre as nao alcoolicas. O crescimento do mercado ¢ impulsionado pela
crescente demanda por alimentos e bebidas nutritivas, refletindo mudangas nos habitos de

consumo e maior preocupacao com a saude.

3.1.1 Kombucha

A kombucha ¢ uma bebida fermentada a base da infusdo de chéd (Camellia sinensis),
acicar e uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras, denominada SCOBY (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast) (Leonarski et al., 2022). O SCOBY ¢ formado por bactérias
laticas e acéticas, em especial, dos géneros Acetobacter e Gluconobacter e leveduras (Costa et
al., 2022). Ao ser adicionado ao cha com agucar, o SCOBY inicia o processo de fermentacao,

produzindo diversos compostos bioativos. Esse processo ocorre em temperatura ambiente e
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pode durar, em média, de 7 a 14 dias. Diversos chds podem ser utilizados na producio de
kombucha, tais como ché-verde, vermelho, preto ou amarelo (Jakubczyk et al., 2020).

Segundo Leal et al. (2018), varios aminoacidos encontrados na kombucha sao
originarios das folhas de ché e outros sdo produzidos durante a fermentagdo pela atividade
metabolica do SCOBY de kombucha. Entre os aminoécidos presentes no SCOBY, a lisina,
leucina e isoleucina sdo encontrados em grande quantidade, enquanto outros, como alanina,
acido aspartico, acido glutdmico, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptofano e
valina, sdo encontrados em menores concentragdes. Além disso, tanto a kombucha quanto o
chéa apresentam alta concentracdo de vitaminas, sendo a vitamina C e algumas vitaminas do
complexo B os principais componentes encontrados ( Bishop et al., 2022).

De acordo com Junior et al. (2022), os potenciais terapéuticos e funcionais da
kombucha sdo associados aos seus constituintes quimicos, e suas atividades bioldgicas sdao
frequentemente avaliadas em estudos utilizando testes in vitro e/ou in vivo. Os metabolitos
liberados durante o processo de fermentacdo sdo responsaveis pelos efeitos benéficos
atribuidos a kombucha. A bebida ¢ conhecida por suas propriedades antioxidantes, que
dependem de trés fatores cruciais: a infusdo do cha, o SCOBY e o processo de fermentacao.
Embora o chéd contenham compostos antioxidantes em quantidades significativas por si s6, o
processo de fermentagdo pode ampliar ainda mais o potencial antioxidante da bebida (Batista
etal., 2022)

Segundo De Filippis et al. (2018), os microrganismos que predominam durante a
fermentagdo do kombucha sdo bactérias do acido lactico, bactérias do acido acético e
leveduras (Tian, P.; et al; 2020). A composi¢do microbioldgica do kombucha ndo ¢ bem
definida, pois pode variar de acordo com sua origem, substratos e condi¢cdes de producao

(Jayabalan et al., 2014).

3.1.1.1 Processo de producao da kombucha

O processo de producao da kombucha ¢ variavel em funcao de diversos fatores, tais
como a regido onde ¢ produzida, o chd e demais matérias-primas utilizadas, bem como os
microrganismos e as condigdes em que a fermentacdo ¢ conduzida (Coelho et al., 2020;
Bishop et al., 2022).

Apesar de ser diverso, o processo produtivo da kombucha apresenta etapas comuns.

De acordo com Coelho et al. (2020), geralmente o processo se inicia com o preparo de um cha
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base, misturando-se dgua quente e proporcdes de 1 a 2% de erva e 5 a 10% de agucar,
mantendo-se o chd em infusdo por cerca de 10 min.

Apo0s o periodo de infusdo, o cha base ¢ resfriado a temperatura ambiente e 0o SCOBY
¢ adicionado. O frasco contendo o chd e o SCOBY ¢ entdo coberto com papel toalha preso
com elastico e a mistura € posta para fermentar a temperatura ambiente por um periodo de 5 a
7 dias. Ap6s o término da fermentacao, as culturas serdo removidas e o liquido resultante esta
pronto para ser ingerido ou ser submetido a uma outra fermentacdo (Blauth, 2019; Coelho et
al., 2020).

Caso a bebida ndo seja envasada ap0s a primeira fermentacao, ela pode ser adicionada
de um novo chd adogado e/ou saborizada com frutas ou outras matérias-primas,
procedendo-se com uma nova fermentagdo a temperatura ambiente por mais 2 a 3 dias
(Coelho et al., 2020) em recipiente fechado, o que promoverd o aprisionamento de gas na
bebida, tornando-a gaseificada (Maia et al., 2020). Apds o tempo da segunda fermentacdo, a
bebida ¢ entdo refrigerada com intuito de cessar o processo fermentativo e pode ser

consumida (Coelho et al., 2020).

3.1.1.2 Cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY)

O SCOBY ¢ uma simbiose de bactérias e leveduras embebida em uma pelicula
polimérica de celulose que forma um biofilme flutuante no cha, compondo dois
compartimentos ndo mutuamente exclusivos: um liquido e o outro sélido - o biofilme
contido nele. Todos os microrganismos deste consércio se nutrem a partir do agucar
adicionado a bebida (preferindo a glicose a frutose). @Como resultado de seu
metabolismo produzem alcool e diversos acidos em quantidades varidveis, dependendo
do tempo de fermentacdo e das demais condi¢des do cultivo. Com o passar do tempo o pH
do meio ¢ alterado, de aproximadamente 5 para 2,5, o que contribui para inibir o
crescimento de bactérias potencialmente contaminantes, garantindo a presenga somente
das bactérias probidticas e leveduras do SCOBY (Sreeramulu et al., 2000;
Villarreal-Soto et al, 2018).

Este biofilme, chamado SCOBY, pode ser formado a partir de um cha ja
fermentado que ¢ acrescentado de quantidade igual de cha fresco adogado e deixado em
repouso por alguns dias. Apos aproximadamente 3 a 4 dias ja comeca a formagdo da

pelicula celuldsica na superficie do cha, que vai aumentando de espessura com o
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passar do tempo. Outra forma de producdo do SCOBY ¢é a partir de uma cultura ja
madura que € depositada em um cha fresco. Esta ird fermentar o chd ao mesmo tempo que
produzira uma nova cultura na superficie do liquido ou aderida a ela propria, que
facilmente pode ser removida e usada em uma nova fermentacdo (Bruschi ef al., 2018).

Logo, as bactérias dominantes da cultura do cha de kombucha sdo bactérias do acido
acético (AAB) que sdo bactérias aerdbicas capazes de usar alcool como substrato para formar
acido acético. Essas bactérias, em contraste com a levedura, requerem grandes quantidades de
oxigénio para seu crescimento e atividade. O processo metabdlico ¢ baseado na conversdo de
acetaldeido em etanol e hidrato de acetaldeido em &cido acético pela enzima acetaldeido
desidrogenase (Jayabalan et al., 2007). Muitos microrganismos sdo isolados do SCOBY,
incluindo bactérias do 4cido acético (Acetobacter spp., Gluconobacter spp. €
Komagataeibacter spp.), bactérias do acido lactico ( Lactococcus spp. e Lactobacillus spp.) e
leveduras ( Brettanomyces spp., Kloeckera spp ., Saccharomyces spp ., Saccharomycodes
spp., Schizosaccharomyces spp., Torulaspora spp. e Zygosaccharomyces spp.).A diversidade
de microrganismos com potencial probiotico interagindo entre si € com o ambiente liquido ¢ a
razao das propriedades benéficas da bebida produzida (Xia. X.; et al., 2019). Adicionalmente,
¢ relevante destacar que os microrganismos presentes nesta bebida podem ser classificados
em duas categorias: aqueles associados ao biofilme de celulose e os que permanecem em
suspensao no liquido ( Villarreal-Soto, SA; et al., 2018). No entanto, a identificagdo precisa
de AAB no nivel de espécie frequentemente apresenta desafios devido as limitagdes de
caracterizagdo fenotipica e a alta similaridade de sequéncia (> 99,5%) do rDNA 16S entre
espécies filogeneticamente relacionadas (Mamlouk e Gullo 2013 ; De Roos e De Vuyst 2018
).

Por fim, a maioria das espécies de leveduras pode fermentar agucar para etanol, mas
muitos processos modernos de fermentagdo alcodlica sdo iniciados por uma Unica cultura
inicial, comumente Saccharomyces cerevisiae devido a sua alta eficiéncia. No entanto,
leveduras ndo Saccharomyces estdo se tornando cada vez mais usadas na indistria em
fermentagdes mistas (vinho, tequila etc.) para enriquecer o perfil aromatico e aumentar a
complexidade e a cinética do produto final (Lopez, Beaufort, Brandam e Taillandier, 2014 ;
Nehme, Mathieu e Taillandier, 2008 ). As interagdes microbianas entre leveduras
Saccharomyces € ndo Saccharomyces parecem ser uma op¢ao vantajosa no processamento de
fermentagdo mista, tendo varios beneficios, como evitar os riscos de fermentagdo parada, a

adi¢do de aromas e sabores, permite a modificacdo de pardmetros indesejados, entre outros
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(Sun, Gong, Jiang e Zhao, 2014 ). E nesse sentido, a interacdo das leveduras do Kombucha

tem se mostrado um consorcio gerador de caracteristicas finais desejaveis.

3.1.1.3 Cha verde

Segundo Blanco 2020, Camellia sinensis ¢ uma planta de origem asiatica pertencente
a familia theaceae. Conhecida popularmente como cha verde, cha da india, chd preto ou
“green tea”, o seu cultivo, que ocorre em mais de trinta paises do mundo, origina-se
preferencialmente por meio de estacas possuindo uma folha desenvolvida da planta com um
tamanho de trés a quatro centimetros.

O cha das folhas e brotos da planta Camellia sinensis, ¢ amplamente consumido
mundialmente, os principais processamentos conhecidos sdo: o chd verde, o chd oolong
(processamento entre o verde e o preto) e o ché preto. O cha verde se caracteriza por ndo ser
fermentado em seu processamento ¢ vém sendo estudado e consumido devido a popularidade
dos potenciais beneficios a satde atribuidos pelo alto teor em polifenois, seu principal
constituinte. Estes tém potencial antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano,
anticancerigena, anti-hiperglicémica, anti-cardiovascular e antiobesidade (Soares, 2014;
Soares, 2018; Parol, 2019; Xing et al., 2019; Passos, 2020).

Os beneficios do cha verde se devem a sua composi¢ao quimica, que inclui diversas
classes de compostos fendlicos, além de cafeina, carboidratos, aminoacidos e certos
micronutrientes como as vitaminas E, B e C, célcio, magnésio, zinco, potassio e ferro. Os
principais flavonoides presentes no chd verde sdo as catequinas, como: a catequina , a
galocatequina , a epicatequina , a epigalocatequina , a epicatequina galato e a
epigalocatequina galato (Vazquez et al., 2017). Contém também, compostos quimicos
conhecidos por sua potente acdo antioxidante, destacando-se entre eles os flavonoides, como
quercetina, miricetina ¢ kaempferol. Entre esses, os flavonoides representam cerca de 3%,
enquanto as catequinas correspondem a aproximadamente 30%. Além desses, a bebida
também possui outros componentes, como agua, proteinas, carboidratos, vitaminas C e K, sais
minerais, cafeina, aminodcidos, fliior, além de taninos e metilxantinas. (Saigg, Silva, 2009;

Anneli et al,, 2016).
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3.1.1.4 Fermentagao

A fermentacdo ¢ influenciada por muitos fatores, como temperatura, pH, quantidade
de oxigénio, CO2 dissolvido, sistema operacional, fornecimento de precursores, taxa de
cisalhamento no fermentador, bem como a natureza e composi¢do do meio (Marsh et al.,
2014). Qualquer variacdo nesses fatores pode afetar a taxa de fermentagdo, o espectro, o
desempenho, as propriedades organolépticas, a qualidade nutricional e outras propriedades
fisico-quimicas do produto. Diferentes variedades de plantas, concentragdes de agucar, tempo
de fermentacdo e composi¢ao do fungo do chd podem ser responsaveis por diferencas na
composi¢ao e, portanto, as atividades biologicas também seriam afetadas (Wolfe & Dutton,
2015).

Diversas classificagdes vém sendo usadas para caracterizar o vasto espectro de
alimentos fermentados, as quais incluem alguns aspectos como a diversidade de
microrganismos, os diferentes grupos de alimentos, os tipos de fermentacdo envolvida e as
matérias primas usadas (Navarrete-Bolafios, 2012).

As diferengas entre as classificagdes podem ser reduzidas se considerarmos que
existem quatro grandes processos de fermentagdo: (1) alcodlica: estd associada a conversao de
carboidratos em dalcool (C2H5SOH) e CO2, utilizada para produzir bebidas fermentadas
alcoolicas. (2) lactica: consiste no processo pelo qual os aglicares sao convertidos em acido
lactico (C3H603), usados para contribuir na seguranca microbiana, oferecer mais vantagens
nutricionais e sensoriais ao produto fermentado. (3) acética: neste tipo de fermentacao alguns
substratos (por exemplo, agucar ou solucdes alcodlicas) sao convertidos em acido acético
(CH3COOH) na presenca de oxigé€nio em excesso. (4) alcalina: processo através do qual a
proteina, usada como matéria-prima, ¢ dividida em aminoacidos e peptideos, elevando o pH,
provocando ao alimento forte sabor e odor amoniacal (Navarrete-Bolafos, 2012). Entretanto,
os tipos mais utilizados pela industria alimenticia sdo: fermentagdo alcoodlica, latica e acética
(Nespolo et al., 2015).

No decorrer do processo de fermentagao o estagio inicial, o meio € caracterizado por
uma elevada concentragdo de sacarose, leve acidez e presenca de oxigénio, condi¢des
atribuidas a adicdo do inoculo (Mohd Ariff er al., 2023).A proliferacdo e as atividades
metabolicas de diversos microrganismos induzem o acumulo de metabolitos microbianos
variados, resultando em uma redugdo progressiva da concentragao do substrato e dos valores

de pH do meio (Kim & Adhikari, 2020; Sargol Mazraedoost, 2020). A fase final da
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fermentagdo ¢ frequentemente distinguida pela transicdo para um ambiente mais anaerobico,
com concentracdes reduzidas de substrato e acidez aumentada. Este estagio ¢ caracterizado
pela presenca de uma pelicula de celulose robusta sobre o licor fermentado, juntamente com
um aumento significativo nas populagdes de leveduras e AAB (Nyhan ef al. 2022).

A quebra da liga¢do alfa-1,4-glicosidica da sacarose leva a liberagdo de uma mistura
equimolar de glicose e frutose. No processo de fermentacdo do kombucha, as células de
levedura empregam enzimas invertase ou sacarase (beta-frutofuranosidase) para hidrolisar a
sacarose em glicose e frutose. A atividade da invertase permanece inalterada pela faixa de pH
acido (3,5-5,5) tipicamente encontrada na fermentacdo do kombucha (Jayabalan et al. 2016 ;
Emiljanowicz e Malinowska-Panczyk 2020 ). Consequentemente, os acidos produzidos
durante a fermentagdo ndo inibem a atividade da invertase, permitindo a hidrélise continua da
sacarose em glicose e frutose. Por meio da glicolise, as células de levedura metabolizam a
glicose e a frutose e, finalmente, convertem-nas em etanol, didoxido de carbono e glicerol

(Laureys et al. 2020 ).

O acucar ¢ essencial na producdo da kombucha, visto que ¢ o substrato para a
simbiose de bactérias e leveduras que o transformarao nas substancias que a caracterizam. De
acordo com a RDC n° 271 de 22 de setembro de 2005, o agtcar ¢ definido como a sacarose
obtida do caldo de cana de acucar ou de beterraba (Brasil, 2005). O agucar branco ¢

considerado o melhor substrato na fermentagao da Kombucha (Reiss, 1994).

Nesse contexto, durante o processo, o cha comeca a liberar um aroma fermentado e ha
formac¢ao de bolhas de gés, resultado do acido carbonico produzido na reacdo. O tempo ideal
de fermentacdo ¢ de 7 a 12 dias e a temperatura varia de 22° a 30° C. Ao longo de sua
fermentagdo ocorre um aumento da acidez em razdo da producdo de acidos organicos

(Jayabalan et al., 2014; Villarreal-Soto et al., 2018)

3.1.1.5 pH

O pH ¢ um dos parametros ambientais mais importantes que afetam a fermentagao da
kombucha, porque alguns dos &cidos formados, como acético e gluconico, podem ser

responsaveis pelas atividades biologicas das bebidas resultantes. Ele também estd
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intimamente relacionado ao crescimento microbiano e as mudangas estruturais dos compostos
fitoquimicos que podem influenciar a atividade antioxidante (Hur et al., 2014 ). Além disso,
de acordo com Saponjac e Vuli¢ ( 2014 ), para obter uma bebida azeda agradavel, a
fermentacdo deve ser encerrada quando a acidez total atingir o valor 6timo de 4 a 5 g/L. No
entanto, o periodo de tempo para obter esse valor pode diferir dependendo da origem do meio

e das condig¢des de fermentacio.

3.1.2 Legislacao

No Brasil, a Instrugao Normativa n°® 41 de 2019 estabelece os Padrdes de Identidade
¢ Qualidade da kombucha em territorio nacional. Segundo a normativa, a kombucha ¢
definida como ‘“a bebida fermentada obtida através da respiragdo aerdbia e fermentacao
anaerobia do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e aglcares por cultura
simbidtica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY). O uso de
ingredientes opcionais € permitido, tais quais: frutas; vegetais; especiarias; mel; melado;
acucares de origem vegetal; gas carbonico (CO2); fibras, vitaminas, sais minerais € outros
nutrientes; e aromatizantes e corantes naturais (Brasil, 2019)

Outra informagdo importante trazida pela norma diz respeito @ denominagao do produto,
pois a kombucha deve ser identificada como "kombucha de" (seguido do nome da espécie
vegetal usada na infusdo), acrescida de (seguido do ingrediente adicionado apds a
fermentagdo), como suco, polpa, especiarias, extrato vegetal, mel, aroma, ou uma combinagao
destes, conforme a composi¢ao final do produto (Brasil, 2019). A Instru¢do Normativa n°
41/2019, traz consigo os parametros analiticos que devem ser observados pelos produtores e
importadores do produto (Brasil, 2019). Os parametros de qualidade definidos pela legislagao

brasileira podem ser observados na Tabela O1.

Tabela 01 - Parametros da kombucha exigidos pela legislagdo brasileira.

Parametros Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduacdo alcoolica (%

v/v) Kombucha sem - 0,5
alcool

Graduagao alcoodlica (% 0,6
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v/v) Kombucha com 8,0
alcool
Acidez volatil (mEq/L)
30
130

Pressdao (atm a 20°C) na
kombucha adicionada de 1,1 3,9
COo2

Fonte: Brasil (2019).

3.2 FRUTAS REGIONAIS

Os frutos nativos do Nordeste brasileiro sdo adaptados ao clima da regido, marcado
por altas temperaturas e secas prolongadas. Esses frutos, além de estarem bem ajustados ao
solo local, sdo simbolos da identidade nordestina e t€ém um papel fundamental na cultura da
regido. Com suas propriedades nutritivas, eles sdao usados de diversas formas, como em

receitas tradicionais, incluindo sucos, doces, geleias e até mesmo em bebidas fermentadas.

O sabor exotico e a versatilidade desses frutos impulsionam o desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e ajudam a valorizar a cultura regional. Exemplos disso sdo a
gogoia e o cajd, frutos com caracteristicas unicas que desempenham um papel essencial na

gastronomia e nas tradigdes do Nordeste.

3.2.1 Gogoia

A regido semidrida do Brasil possui varias espécies de frutas nativas com grande
potencial de exploragdo (Silva et al., 2009; Dantas et al., 2013), das quais a Tacinga
inamoena, conhecida como quipéa, cumbeba ou gogodia pode ser elencada. As espécies de
cactaiceas de ocorréncia no bioma Caatinga, ainda sdo pouco estudadas do ponto de
vista de caracterizacdo aprofundada dos frutos e suas diferentes por¢des. Alguns estudos,
todavia, mais recentemente, t€ém avaliando, além da qualidade, o potencial funcional, através
de dados quantitativos de compostos bioativos, como fendlicos e betalainicos, com também os
aspectos da pos-colheita (Carneiro et. al., 2019).

O diferencial na qualidade do fruto de cacto esta relacionado ao perfil de compostos

antioxidantes, especialmente os do género Opuntia, que apresentam pigmentos betalainas e
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compostos fenodlicos, como flavonoides e acidos fendlicos (Stintzing et al., 2005; Kim et al.,
2011; Dhaouadi et al., 2013). A forma como esses compostos atuam na reducao do estresse
oxidativo pode variar de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, condi¢des do meio e
biomarcadores inflamatérios, cuja regulacdo depende da dose do extrato e do tempo de acdo
(Tesoriere et al., 2005).

Com caracteristicas proprias, a gogoia ¢ um fruto do tipo baga ndo climatérica, com
coloragdo que varia do amarelo ao laranja e porcao basal avermelhada ou toda vermelha
fosca, suas sementes de cor amarronzadas estdo dispersas ao longo da polpa suculenta e
transliicida envolta de uma camada carnosa, sua parte externa sdo compostas por espinhos de
celulose, quase imperceptiveis a olho nu, bastante irritantes em contato com a pele e de dificil
remogao (Andrade, 1989; Souza, 2007; Nascimento, 2015; Lima, 2016).

Embora reconhecida como fonte de compostos bioativos sdo escassos os estudos desta
espécie, principalmente quanto a extragdo e utilizagdo de seus pigmentos. Os tecidos vegetais
sdo fontes de pigmentos naturais, sendo esse processo uma caracteristica marcante na
bioquimica dessas estruturas, que envolve a conversdo da clorofila nos pigmentos naturais
especificos de cada planta. Entre esses pigmentos, os carotenoides e as betalainas se
destacam, devido sua pigmentagdo o qual possuem cores atraentes que variam do vermelho ao
amarelo (Coultate, 2004; Chitarra, 2005; Fennema; Damodaran; Parkin, 2010).

Diversas linhas de pesquisa tém impulsionado a exploracdo do potencial das
cactaceas, com destaque para o potencial tecnoldgico. A industria alimenticia utiliza uma
variedade de corantes com a finalidade de restaurar a cor dos alimentos, que pode ser perdida
durante o processamento, ou para realcar a cor, tornando-os mais atraentes (Barrows; Lipman;
Bailey, 2003; El-Wahab; Moram, 2013). Um estudo recente realizado por Dionisio (2017)
investigou o potencial tecnologico da gogodia, a partir da extragdo da mucilagem, um
carboidrato de caracteristicas gelatinosas, que pode ser incorporado a produtos alimenticios,
proporcionando aumento de volume e permitindo sua adicdo a outras matrizes alimentares
processadas. Contudo, aplicacdes do fruto no desenvolvimento de novos produtos precisam

ser exploradas, especialmente em bebidas.

3.2.2 Caja
O cajad ¢ um fruto pertencente a familia Anacardiaceae, que por sua vez engloba
diversas espécies. Esta possui aproximadamente 81 géneros e 800 espécies. No Brasil, estdo

catalogados 14 géneros com 57 espécies, sendo 14 espécies endémicas (Silva-Luz; Pirani,



28

2010). Entre as espécies frutiferas importantes destacam-se as do género Spondias, dentre as
quais o caja esta presente.

O caja (Spondias mombin L.) ¢ uma fruta nativa dos tropicos, comumente encontrada
no Nordeste do Brasil, onde desempenha um papel significativo como fonte de renda para
pequenos produtores locais e como matéria-prima para a industria de sucos (da Costa,
Mercadante, 2018; Giuffrida et al., 2015). A fruta possui formato ovoide, mesocarpo pouco
carnoso, amarelo-alaranjado quando madura, tendo um sabor agridoce, além de ser
extremamente aromatica, sendo essa caracteristica responsavel, em parte, pela sua boa
aceitabilidade (Bosco et al., 2000; Soares, 2005).

Estudos tém mostrado que, além das aplicagdes econdmicas, o caja € rico em
bioativos, e seus flavonoides, carotenoides, vitaminas, triterpenos e contetido fendlico total
podem ser associados a diversas aplicagdes bioldgicas, como atividades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, hipoglicémicas e antioxidantes (Cabral ef al., 2016 ; Sampaio ef al., 2018 ;
Schiassi et al., 2018).

Tem um aspecto funcional relevante, pois possui elevado teor de carotenoides,
vitamina C e taninos, que podem atuar como substancias antioxidantes colaborando para o
aumento do consumo e interesse das industrias alimenticias que o utiliza como matéria-prima

(Mattietto et al., 2010).

3.3 COMPOSICAO MICROBIOLOGICA, QUIMICA E PROPRIEDADES BIOLOGICAS
DA KOMBUCHA

Para a preparacdo da bebida ¢ necessario utilizar materiais em condigdes assépticas
(Jakubczyk et al., 2020). As propriedades medicinais assim como 0s componentes bioativos
sdo muito conhecidos, sua composi¢ao quimica ¢ bastante varidvel em fung¢do do tempo,
temperatura de fermentagdo, quantidade de actcar, tipo de cha e os microrganismos presentes
na cultura. Os 4cidos organicos, vitaminas e polifenois estdo presentes em grande parte das
kombuchas estudadas (Petry; Weschenfelder, 2020).

Logo, o SCOBY ¢ um biofilme obtido da associacdo simbidtica entre leveduras e
bactérias acéticas que também ¢ chamado de “ché de fungo”, pois parece um tapete fingico
quando cultivado em condigdes estaticas. Este biofilme cresce em cha adogado e resfriado

para formar um filme celuldsico (Jayabalan et al., 2016).
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Os principais microrganismos associados ao SCOBY da kombucha sdo bactérias
acéticas como as espécies Komagataeibacter , Gluconobacter e Acetobacter (Roos & Vuyst,
2018 ), bactérias do acido lactico como Lactobacillus , Lactococcus (Marsh, Hill, Ross, &
Cotter , 2014) e leveduras Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes Iludwigii,
Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis (Coton et al., 2017 ). Seu processo de fermentagao
também leva a formacdo de um biofilme flutuante na superficie do meio de crescimento
devido a atividade de certas cepas de AAB (Watawana, Jayawardena, Gunawardhana,
Waisundara, 2016 ). Os principais acidos presentes sdo acético, gluconico, acido tartarico,
malico e, em menor proporc¢do, citrico. Todos esses acidos sdo responsaveis por seu sabor
acido caracteristico (Jayabalan, Marimuthu, Swaminathan, 2007 ).

A principal propriedade biologica almejada por quem consome a bebida, em
suma, ¢ a simbidtica (combinacdo entre probidticos e prebidticos), que pode controlar e
equilibrar ~a  microbiota  intestinal (Watawana et al, 2015; Bruschiet al., 2018).
Esta acdo ¢ referente ao teor de microrganismos probidticos presentes no cha
fermentado, que irdo reduzir a permeabilidade intestinal, competir com
componentes  patogénicos por sitios de adesdo e nutrientes que podem estar
presentes e recrutar células de defesa para o local. Além deste controle ¢ melhora no
perfil do microbiota intestinal, estes microrganismos podem  agir
prevenindo diarreias, intolerancia a lactose, doenga de Crohn, sindrome do intestino
irritavel e, também colaborar com o aumento da imunidade (Medeiros;
Cechinel- Zanchett, 2019). No caso da kombucha, as bactérias e leveduras atuam como
probioticos e a celulose formada atua como prebiodtico (Watawana et al., 2015).

Em relagdo ao sabor, segundo Leal ef al. 2018, a kombucha ¢ levemente acida e
carbonatada, o que proporciona maior aceitagdo entre os consumidores. Pode ser um
substituto de baixo teor alcodlico para vinhos espumantes ou refrigerantes devido ao seu alto
grau de carbonatacdo, constituindo uma alternativa mais saudavel (Paludo, 2017). A
kombucha pode ser encontrada no mercado em versdes sem alcool e com baixo teor alcodlico
(menos de 0,5% de alcool), ou ainda em versdes alcodlicas (Nummer, 2013; Brasil, 2019).

O conhecimento detalhado da composicao e das propriedades da kombucha ¢ crucial
para entender melhor sua cinética. No entanto, a composi¢do e a concentragdo de metabolitos
dependem da fonte de in6culo (Nguyen, Nguyen, Nguyen e Le, 2015 ), da concentragao de
acucar e cha (Fu, Yan, Cao, Xie e Lin, 2014 ; Watawana e outros 2017 ), do tempo de
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fermentagdo (Chen e Liu, 2000 ) e da temperatura usada (Jayabalan et al., 2008 ; Loncar,
Djuri¢, Malbasa, Kolarov e Klasnja, 2006 ). Qualquer alteracdo nas condi¢des de fermentagdo

pode afetar o produto final
3.3.1 Como ocorre o processo da formagao da parede celuldsica

As bactérias produzem duas formas de celulose: celulose I e celulose II. A celulose I ¢
um polimero em forma de fita composto de feixes de microfibrilas, enquanto a celulose II ¢
um polimero amorfo que ¢ termodinamicamente mais estavel do que a celulose I (Podolich et
al., 2016 ).

No primeiro estado, as bactérias produtoras de celulose aumentam sua populagdo
através do consumo do oxigénio dissolvido. Durante esse tempo, o microrganismo sintetiza
certa quantidade de celulose no meio liquido e apenas as bactérias que estdo na interface
ar/meio podem manter sua atividade e produzir celulose, que ¢ formada por camadas
sobrepostas. Conforme o tempo de fermentacdo avanga, a espessura da membrana ¢
aumentada pela geragao de novas camadas na superficie, formando uma estrutura suspensa no
meio de cultura. O desenvolvimento do biofilme junto com o hidrogénio e a ligagdo CH
continuard durante toda a fermentagdo, sua sintese atingird seu limite quando crescer para
baixo, aprisionando todas as bactérias, que entdo se tornaram inativas devido ao suprimento
insuficiente de oxigénio (Esa, Tasirin ¢ Rahman, 2014 ). As bactérias que permanecem na fase
liquida do meio de cultura estdo em um estado dormente e podem ser reativadas e usadas
como inoculo em uma fermentacdo posterior (Ruka, Simon e Dean, 2012 ). Este biofilme
possui alta cristalinidade, alta resisténcia a tracdo, extrema insolubilidade na maioria dos
solventes, maleabilidade, alto grau de polimerizacao, ¢ 100 vezes mais fino que o das fibrilas
de celulose obtidas de plantas e sua capacidade de retencdo de dgua ¢ mais de 100 vezes
maior (Chawla, Bajaj, Survase e Singhal, 2009 ). Uma de suas principais caracteristicas ¢ sua
pureza, que o distingue do vegetal que contém hemicelulose e lignina (Sulaeva, Henniges,
Rosenau e Potthast, 2015 ), mas também seu alto grau de cristalinidade (> 60%) onde os
cristais formados s3o compostos de celulose tipo Ia e IB. Essas propriedades tnicas, bem
como sua pureza, permitiram muitas aplicacdes bem-sucedidas no campo de materiais
biomédicos (Kuo, Chen, Liou e Lee, 2015 ). O biofilme pode variar dependendo das cepas
utilizadas, tempo de cultura e aditivos quimicos presentes no meio de cultura (Lee, Gu, Kafle,
Catchmark, & Kim, 2015 ), mas também ¢ hipotetizado que a celulose microbiana obtida de

uma cultura de Kombucha pode produzir um biofilme com caracteristicas diferentes daquelas
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de fontes tipicas (Nguyen, Flanagan, Gidley, & Dykes, 2008 ). Existem varios fatores a serem
considerados para maximizar o rendimento da celulose microbiana e otimizar o processo, por
exemplo, o volume do meio inoculado, o tempo de incubacdo, a area de superficie e as
condi¢cdes de altura da superficie (Cacicedo et al., 2015 ). A remog¢do das partes amorfas das
nanofibrilas por meio de hidrdlise acida pode produzir nanocristais, que podem ser usados
para diferentes propositos em diversas areas, como embalagens de alimentos ou aplica¢des

médicas (Campano, Balea, Blanco, & Negro, 2016 ).

3.3.2 Antioxidantes naturais

Um antioxidante ¢ o responsavel por retardar ou inibir a oxida¢ao de um substrato
(Halliwell; Gutteridge, 1999). Devido a sua estabilidade, ela doa um elétron para o
radical livre, o neutralizando (Halliwell, 1995). Assim, o sistema de defesa de antioxidantes
minimiza os niveis de radicais livres, permitindo que fung¢des essenciais do organismo
continuem sem danos (Halliwell, 2011).

Quando presentes em excesso, os radicais livres levam ao estresse oxidativo, causando
prejuizos ao organismo ( Kuma R; Pandey, 2015;Guan; Lan, 2018). Alguns dos radicais
livres s3o espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO), instadveis e altamente reativas, que
sao resultantes do processo metabdlico aerdbico tradicional, mas tornam-se
prejudiciais quando seus niveis se encontram elevados. Tal desequilibrio ¢ denominado
estresse oxidativo e pode resultar na degradacdo de estruturas bioldgicas essenciais para o
funcionamento  organico  celular (Abdalla, et al, 2001) e proporcionar o
desenvolvimento ou agravamento de doengas.

Segundo Rahmani et al. (2019), a influéncia da fermentagdo da kombucha na
atividade antioxidante depende da composi¢do microbioldgica da cultura utilizada na
fermentagdo e da composicao fitoquimica do material vegetal testado. Geralmente a
kombucha contém muitos compostos com atividade antioxidante, como compostos fenolicos,
vitaminas soluveis em agua, acidos organicos e minerais (Chen; Liu, 2000).

A cultura utilizada para fermentar o cha de kombucha pode apresentar variagdes na
composicao microbioldgica de acordo com sua origem, localizagdo geografica, clima, tempo
de fermentag¢do e meio utilizado para o processo fermentativo, o que pode explicar a variagao
na concentragao de compostos fenodlicos e em seu potencial antioxidante (Chu e Chen, 2006 ,

Malbasa et al., 2011, Watawana et al., 2015). Os complexos fenolicos presentes no cha podem
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sofrer biotransformacdo durante o processo fermentativo, devido a exposi¢cdo ao ambiente
acido e a acdo de enzimas liberadas pelas bactérias e leveduras do SCOBY, resultando em
uma alteracdo do potencial antioxidante do produto fermentado.

Compostos com alto potencial antioxidante podem ser convertidos em compostos com
menor capacidade de neutralizar radicais livres, devido a alteragdes estruturais causadas pela
acdo enzimatica microbiologica. Fatores estruturais, como o numero de grupos hidroxila ou
metoxila fendlicos, grupos hidroxila flavona , grupos ceto e grupos carboxilicos livres, entre
outras caracteristicas de compostos fenodlicos individuais podem alterar sua atividade
antioxidante (Jayabalan et al, 2008). No entanto, essas mudangas estruturais também podem
aumentar a capacidade antioxidante dos compostos fenolicos ou alterar sua atividade contra
diferentes radicais livres (Jakubczyk ef al., 2020 , Jayabalan et al., 2008).

Seus beneficios a satide ocorrem devido a sua capacidade de atuar como antioxidante a
partir dos polifenois presentes na bebida (Chakravorty et al., 2016). Os compostos fendlicos
(polifenois) sdo amplamente encontrados em vegetais, frutas e cereais, sendo um grupo
diverso de metabdlitos secundarios de plantas. Esses compostos sdo caracterizados por seu
esqueleto de carbono, dividido nos seguintes grupos: acidos fenoélicos, flavonoides, estilbenos,
taninos, lignanas, cumarinas, curcuminoides e quinonas (Alara et al., 2021 ; Basli et al.,
2017). Os flavonoides estao fortemente presentes na kombuchd, esse cha fermentado possui
como um de seus beneficios seu poder antioxidante que estd ligado ao teor elevado de
polifenodis. Seres humanos expostos ao estresse oxidativo, sao muito beneficiados pelo
produto, claro que vai depender da composi¢do da infusdo do ché e das cepas presentes para

que se define exatamente quais os principais compostos (Jakubczy et al., 2020).

Dessa forma, muitos dos beneficios do cha verde e do kombucha sdo atribuidos ao seu
alto potencial antioxidante, devido ao seu alto teor de compostos fenolicos. Esses compostos
participam da neutralizacdo de radicais livres, que sdo substancias que em excesso podem
gerar um fendmeno chamado estresse oxidativo, causando potenciais danos as estruturas
celulares, além de desempenharem papel importante no desenvolvimento de doengas cronicas
e degenerativas, como artrite, doencas autoimunes, cancer, cardiovasculares e
neurodegenerativas ( Pham-Huy et al., 2008 , Shang et al., 2021 ). Os compostos bioativos
presentes nessas bebidas também tém a capacidade de inibir algumas enzimas, como a
a-amilase e a a-glicosidase, que participam da digestdo de carboidratos, proporcionando
potencial beneficio a individuos com diabetes ( Gao et al., 2013 , Permatasari et al., 2021 ).

Entretanto, o método de preparacdo e a origem das matérias-primas podem exercer grande
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influéncia no teor fendlico presente nas bebidas, bem como no seu potencial antioxidante e
bioativo ( Chu e Chen, 2006 , Malbasa ef al., 2011 , Saimaiti et al., 2022 , Watawana et al.,
2015).

Além da atividade antioxidante presente nas kombuchas, a bebida apresenta também
uma grande atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
patogénicas (Velicanski et al., 2014). O principal componente antibacteriano ¢ o 4cido
acético, cuja concentracdo na bebida kombucha influencia diretamente seu potencial
antimicrobiano. Testes com a bebida neutralizada, no entanto, apresentaram agao
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, o que indica que a atividade antibacteriana nao
estd associada apenas a acidez, mas também a outros metabolitos biossintetizados durante o

processo de fermentacao (Ayde; Ben Abid; Hamdi, 2017; Velicanski et al., 2014).

Alguns pesquisadores relataram atividades antioxidantes das bebidas fermentadas
obtidas pelo kombucha no ché preto ou verde para radicais livres (Bhattacharya et al., 2016;
Chu; Chen, 2006). Pure e Pure (2016) reportaram que bebidas fermentadas formuladas com
ché de trés ervas apresentaram maior poder antioxidante que as infusdes nao fermentadas. As
amostras fermentadas inibiram o radical livre DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil) em
92,91%, enquanto as infusdes ndo fermentadas inibiram em 69,93%. Veli¢anski et al. (2014)
observaram que o kombucha a base de erva-cidreira mostrou uma maior atividade
antioxidante em comparacdo com a bebida tradicional feita a partir do cha preto. Os dados
provenientes dos estudos, portanto, evidenciaram que as kombuchas apresentam atividade de

reducdo de radicais livres ( Sun; Li; Chen, 2015).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo consiste em uma pesquisa experimental, com abordagem quantitativa e
explicativa, com o objetivo de analisar a possivel presenca de antioxidantes na bebida. A
importancia da analise desses resultados estd em comprovar o impacto da saboriza¢ao da
kombucha com frutas nativas sobre as caracteristicas antioxidantes da bebida. A pesquisa
busca avaliar relagdes de causa e efeito a partir dos dados numéricos obtidos em laboratorio e

analise estatistica.
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4.2 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

Os ingredientes utilizados na preparacao do cha foram obtidos da seguinte forma: a
agua potavel foi adquirida diretamente do sistema de abastecimento de agua da UFCG -
Campus Cuité; o cha verde (Maratd; lote: 327), o acUcar cristal (Alegre; lote: 227M5), e a
polpa congelada de caja (Sterbom; lote: 201/3) foram adquiridos no comércio local da cidade
de Cuit¢ - PB; os frutos de gogoia foram coletados no Povoado Manigoba
(-6.2307637955354345, -36.44206253299749), zona rural do municipio de Currais Novos -
RN, no terceiro trimestre de 2024; ¢ o SCOBY da kombucha foi obtido por meio de doagdo
para a presente pesquisa, proveniente do Laboratdrio de Biotecnologia, localizado no Instituto

Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte - Campus Currais Novos.

4.3 LOCAL DE EXECUCAO

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA),
no Laboratério de Andlise Sensorial (LATED) e no Laboratéorio de Bromatologia
(LABROM), todos localizados na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) -

Campus Cuité.

4.4 OBTENCAO DA POLPA DE GOGOIA

Os frutos (gogoia) maduros com casca amarelo-alaranjada foram coletados e
transportados em sacos plasticos até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos do
CES/UFCG. Inicialmente os frutos foram lavados em agua corrente para a retirada de
sujidades grosseiras, ¢ em seguida foram sanitizados por imersdo em solucdo de hipoclorito
de sédio a 150 ppm por 20 min. Apds a sanitizagdo, os frutos foram enxaguados e submetidos
ao despolpamento manual com auxilio de facas. Foram feitos dois cortes transversais nas duas
extremidades de cada fruto e um corte Gnico ao longo do pericarpo, a fim de facilitar a
extracdo na polpa aderida as sementes. A polpa extraida foi entdo acondicionada em

recipiente plastico e armazenada sob congelamento (-18 °C) até a sua utilizacao.
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4.5 ELABORACAO DA KOMBUCHA

Foram elaboradas trés formulacdes de kombuchas, sendo: KP (padrdao), KG
(saborizada com polpa de gogoia) e KC (saborizada com polpa de caja). As formulagdes e
seus respectivos ingredientes podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Formulacdes das kombuchas

Ingredientes KP KG KC
Volume de chd base 450 ml 360 ml 360 ml
fermentado

Polpa de gogoia - 90 ml -
Polpa de caja - - 90 ml

Fonte: Autoria Propria (2025). KP - Kombucha padrao; KG - Kombucha saborizada com
gogoia; KC - Kombucha saborizada com caja.

O processo de producdo das kombuchas foi definido mediante testes prévios, como
apresentado nas Figuras 1 e 2. De maneira sucinta, a produ¢ao foi dividida em trés momentos:
a etapa inicial com o preparo do cha base a ser fermentado; a etapa intermediaria sendo a
primeira fermentacdo em condi¢do de aerobiose; e a etapa final sendo a segunda fermentagao

em condicao de anaerobiose, concomitante a saborizagao.



Figura 1 - Fluxograma da elaborag¢do da kombucha
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Fonte: Autoria propria (2025)

Figura 2 - Imagem da elaboragdo das kombuchas
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4.5.1 Preparo do Cha

A formulacdo do cha pode ser visualizada na Tabela 3. Inicialmente 50 g de actcar
foram dissolvidos em 1 L de dgua, sendo essa mistura submetida a ebuli¢do. Apds a fervura
do liquido, foram adicionadas aproximadamente 3,25 g de cha verde (Camellia sinensis),
mantido em infusdo por 5 min. Ao final do tempo de infusdo, o cha foi filtrado e transferido
para um recipiente de vidro previamente higienizado, onde foi mantido em descanso até

atingir a temperatura ambiente.
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Tabela 3 - Formulagao do cha base.

Ingredientes Quantidades
Agua IL

Cha Verde 325¢
Agucar 50 g
Scoby 0
grlz:i N fermentado 150 mL

Fonte: Autoria Propria (2025).

4.5.2 Primeira fermentacao

A primeira fermentagdo foi iniciada com a adi¢do do SCOBY ao cha. Foram
colocados 10 g da pelicula celuldsica (SCOBY) e 150 mL de ché previamente fermentado no
cha preparado. Em seguida, o frasco foi coberto com um papel toalha, preso com um eléstico,
para permitir que a fermentagcdo ocorresse com a ac¢do dos microrganismos aerobios. O
processo fermentativo foi mantido em temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 10 dias, ao
abrigo da luz. Além disso, a adigdo do liquido do SCOBY ao cha, durante o processo
artesanal da kombucha, tem a funcdo de acidificar o meio, o que ajuda a prevenir a

proliferagdo de microrganismos indesejaveis.

4.5.3 Segunda fermentacao

ApoOs a primeira fermentagdo, a pelicula celuldsica formada foi retirada, e as aliquotas
do ché fermentado foram transferidas para garrafas de polietileno de 500 mL. O volume de
cada aliquota foi determinado com base nas formulagdes descritas na Tabela 2, de forma que
o volume final em cada garrafa fosse de 450 mL. O tratamento controle (KP) corresponde a
kombucha sem adi¢ao de polpa, enquanto KG e KC se referem as kombuchas com adicao de
20% de polpa de gogoia (KG) e caja (KC), respectivamente. As garrafas foram levemente
pressionadas e fechadas, e a segunda fermentacdo ocorreu em ambiente escuro e a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 7 dias. Apds esse periodo, as kombuchas foram
refrigeradas (4 = 2 °C) para interromper a fermentacdo. As bebidas permaneceram

armazenadas sob refrigeracdo até a realizacdo das andlises.
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4.5.4 Determinagdo de compostos fenolicos totais

Para determinacdo do teor de compostos fenolicos totais utilizou-se a metodologia
descrita por Liu et al. (2002), com adaptacdes. Onde, 250 pL. da kombucha foi misturada em
tubo de ensaio com 1250 pL do reagente Folin-Ciocalteau a 10%. As solugdes foram agitadas
por 30 s em Vortex (Logen Scientific, modelo LSM56-1I-VM, Fortaleza, Ceard, Brasil) e
armazenadas em temperatura ambiente (23 + 0,5 °C) na auséncia da luz por 6 min. Apos,
foram adicionadas 1000 pL da solucdo de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao
banho maria (Novatecnica®, modelo NT232, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) a uma
temperatura de 50 + 1 °C, durante 5 min. Em seguida, a absorbancia foi verificada a 765 nm
utilizando espectrofotometro (BEL Photonics®, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Também foi
realizado um teste branco com a auséncia dos extratos para zerar o espectrofotometro. O
conteudo de compostos fenodlicos totais das amostras foi determinado utilizando uma curva
padrdo preparada com &cido galico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA). Os resultados
foram expressos como miligramas equivalentes de acido gélico (EAG) por cem gramas da

amostra (mg EAG/100 g).

4.5.5 Determinacdo de compostos flavonoides totais

Para a avaliacdo de flavonoides totais foi utilizado o método proposto por Zhishen,
Mengcheng e Jianming (1999), onde uma aliquota de 0,5 mL da kombucha foi adicionada a 2
mL de 4gua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 150 pL de nitrito de
sodio a 5%. Apds 5 min, 150 pL de cloreto de aluminio a 10% foi adicionado e, ap6s 6 min, 1
mL de hidroxido de s6dio a 1 M, seguido pela adigdo de 1,2 mL de agua destilada. A
absorbancia da amostra foi medida a 510 nm usando um espectrofotdometro (BEL
Photonics®) contra um branco na auséncia dos extratos. O teor de flavonoides totais do
extrato foi determinado usando uma curva padrio de equivalente de catequina (EC)
(Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos como miligramas equivalentes de catequina

(EC) por 100 g de amostra (mg CE/100 g).

4.5.6 Determinagao da atividade antioxidante total
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Para a avaliagdo da atividade antioxidante foram utilizados dois métodos distintos:
FRAP (Ferric reducing ability of  plasma) e ABTS (2,2-azino-bis
(3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid), cujas metodologias seguem descritas a seguir.

Para determinacdo da atividade antioxidante por meio da redugdo do ferro (FRAP) foi
utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), adaptada por Pulido et al. (2000).
O reagente FRAP foi preparado exatamente no momento da analise, através da mistura de 11
mL de solugdo tampao acetato de sodio anidro a 0,3 M (pH 3,6), 1,1 mL de solugao TPTZ
(2,4,6-tris (2-pyridyl)-s-triazine) a 10 mM/L em uma solugdo de HCIl a 40 mM e cloreto
férrico (FeCl3) a 20 mM. Para a andlise, uma aliquota de 200 uL da kombucha foi adicionada
a 1800 pL do reagente FRAP em um tubo de ensaio e levados ao banho maria
(Novatecnica®) a 37 = 1 °C por 30 min. A absorbancia foi medida a 593 nm em
espectrofotometro (BEL Photonics®). A curva padrao foi realizada com Trolox 1 mM) e os
valores expressos em micromoles de capacidade antioxidante equivalente de Trolox (CAET)
por gramas de amostra (umol TEAC/g).

O método ABTS foi realizado de acordo com a metodologia de Ksurveswaran et al.
(2007), com algumas modificac¢des. Inicialmente, formou-se o radical ABTSe+ a partir da
reacdo de 5 mL de solugao de ABTSe+ (2,2-azino-bis (3-ctilbenzo-tiazoline) -6-sulfonic acid)
a 7 mM com 88 pL de solucdo de persulfato de potassio 140 mM (concentragdo final de 2,45
mM), que foram incubados em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz, durante 12-16 h.
Uma vez formado o radical, o mesmo foi diluido em agua destilada até obter o valor de
absorbancia de 0,800 (= 0,020) a 734 nm. Em ambiente escuro foi transferido para um tubo de
ensaio uma aliquota de 100 uLL da kombucha e adicionado 500 pL do radical ABTSe+. Apos,
os tubos de ensaio foram mantidos em repouso na auséncia de luz por 6 min. Em seguida,
realizou-se a leitura da absorbancia a 734 nm em espectrofotometro (BEL Photonics®).
Também foi feita uma solucdo “controle” que consistiu em uma aliquota de 100 pL do
solvente extrator do extrato adicionada de 500 pL do radical ABTSe+. A solucdo “branco” foi
o solvente extrator de cada extrato, utilizada para zerar o espectrofotdometro. Os resultados
foram expressos em micromoles de capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

por grama de amostra (umol TEAC/g).

4.5.7 Analise estatistica
Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos como

média seguida do desvio-padrdao. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
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(ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de nivel de significancia (p < 0.05), utilizando-se o
software estatistico SPSS 17.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A kombucha conquistou reconhecimento como uma bebida funcional devido ao seu
alto conteudo de substancias benéficas a satude, incluindo polifenois, flavonoides, acidos
organicos, aminodcidos, vitaminas, oligoelementos e compostos organicos volateis
(Kitwetcharoen ef al., 2023 ; Klawpiyapamornkun et al., 2023 ; Wu et al., 2023 ).

A tabela 4 apresenta o teor de compostos fenolicos totais, flavonoides totais e a
atividade antioxidante das kombuchas elaboradas.

Tabela 4 - Teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante total
das kombuchas

Parametros KP KG KC

f;‘;"’[l;g)é /E?S}S 59,4 43,23° 43,9 +0,40° 49,5 +0,63"
frfgv (z?nEO/ircrllef)TZOtaiS 8.3 £0,40° 5,9 +0,40° 6,9 £0,66°
fmﬁ TEAC/L)’ 0,3 £0,02° 0,2 £0,00° 0,3£0,02°
a]?nTO? TEAC/ID)’ 2,240,03" 2,0 £0,05¢ 2,1 £0,05°

KP - Kombucha padrio; KG - Kombucha saborizada com gogoia; KC - Kombucha saborizada com caja.'Os
resultados sdo expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (GAE) por mililitro de amostra (mg
EGA/mL); ?Os resultados sdo expressos em miligramas de equivalente de catequina (CE) por mililitro de
amostra (mg EC/mL); *Os resultados sdo expressos em micromol de Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC) por mililitro de amostra (umol TEAC/mL). Abreviaturas: FRAP - capacidade redutora férrica do
plasma; ABTSe+ - acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzo-tiazolina)-6-sulfonico.*“Média +desvio-padrao com letras
minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos.

Em relagdo ao teor de fendlicos totais, os resultados indicam que a kombucha padrao
(KP) apresenta valor significativamente maior (59,4 mg AGE/g) em comparacdo com a
kombucha saborizada com gogéia (KG) (43,9 mg AGE/g) e a saborizada com caja (KC) (49,5
mg AGE/g) (p<0,05). A maior concentracao de compostos fendlicos totais observada na KP
pode ser atribuida ao fato de que esses compostos sdo principalmente derivados do cha verde
utilizado na fermentacao, ja que a bebida foi preparada com uma quantidade maior desse cha,
resultando em maior retengdo desses compostos. Segundo Pham-Huy et al. (2008) e Shang et

al. (2021), os beneficios do cha verde e da kombucha sdo atribuidos ao seu alto potencial
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antioxidante, devido ao elevado teor de compostos fenolicos. O teor de fendlicos totais
encontrado neste trabalho € superior ao de outras bebidas fermentadas produzidas a partir de
cereja, ameixa, damasco, morango, caqui, uva, laranja e roma, que apresentaram uma variagao
de 4,42 a 16,47 mg GAE/100 mL ( Morales et al, 2023 ). Cardoso et al. (2020)
desenvolveram kombuchas com cha verde e ché preto, obtendo valores de fenolicos totais de
0,70 e 1,09 mg GAE/mL, respectivamente, inferiores aos encontrados neste estudo.

Os resultados para flavonoides totais (Tabela 4) mostraram que a KP apresentou o
maior teor, seguida pela KC e KG, todas diferindo estatisticamente entre si. Resultados
inferiores foram relatados por Zubaidah et al. (2018) que ao desenvolverem kombucha
fermentada a partir do suco de Salacca zalacca ((Gaerth.) Voss), encontraram um teor de
flavonoides totais de 3,0 mg QE/mL.

Com relagdo ao teor de flavonoides totais verificou-se que todas as kombuchas
diferiram estatisticamente entre si, com KP apresentando maior teor, seguido de KC e KG
respectivamente (Tabela 4). O maior teor de flavonoides totais encontrados na KC pode
sugerir que o tipo de base (no caso, cha verde) tem uma contribui¢do substancial para o teor
final de flavonoides.

Resultados superiores foram encontrados por Freitas (2022) que ao avaliar o efeito da
adi¢do de suco de caju clarificado (cajuina) na kombucha, detectaram valores de 20,15 mg
QE/mL (T1 -kombucha sem adigdo de cajuina, somente com ché verde), 19,11 mg QE/mL
(T2 - 30% de cajuina adicionada na primeira fermentagdo), 25,74 mg QE/mL (T3 - 30% de
cajuina adicionada com acidez da kombucha préxima de 3g de 4cido acético/L) e 15,26 mg
QE/mL (T4 - 30% de cajuina adicionada ao final da fermentacao).

Para as atividades antioxidantes totais (FRAP e ABTS) pode-se observar que ambas
tiveram o mesmo comportamento. Todas as formulacdes diferiram estatisticamente entre si,
sendo que KP apresentou maior atividade antioxidante total, seguido de KC e KG,
respectivamente (Tabela 4). Esses resultados estdo diretamente relacionados a capacidade
antioxidante, servindo como um indicativo da eficacia da bebida em neutralizar os radicais
livres (Sun; Li; Chen, 2015).

O valor de ABTS est4 diretamente relacionado a capacidade antioxidante, servindo
como um indicativo da eficacia da bebida em neutralizar os radicais livres (Sun; Li; Chen,
2015). Farias, (2024) encontrou atividade antioxidante em kombucha de ch4 verde e

ora-pro-nobis valores entre 1,5-3,4 mM TE/g, observa-se que, apesar das diferengas nas
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unidades utilizadas, ambos os trabalhos evidenciam atividade antioxidante significativa em
kombuchas elaboradas com diferentes substratos.

A atividade antioxidante estd relacionada a presenca de compostos bioativos, como
polifendis e flavonoides, cuja concentragdo tende a ser elevada em alimentos e bebidas
fermentados. Essa interacdo ocorre devido a acdo dos fitoquimicos e as alteracdes nas
estruturas dos compostos fenodlicos do chd — como as catequinas — promovidas por enzimas

microbianas (Degirmencioglu et al., 2020; Muhialdin et al., 2019).

7 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a bebida fermentada obtida a partir de chd verde, sem adi¢dao de
saborizantes, apresentou valor superior em relagdo as formulagdes saborizadas com gogoia e
caja. Esse resultado estd associado a maior concentracdo de compostos fendlicos e
flavonoides, presentes no chd verde. Por fim, as variagdes observadas nos estudos
quantitativos entre as diferentes formulagdes reforcam a influéncia dos ingredientes e das
condi¢des de fermentagdo na qualidade funcional da bebida final, destacando a relevancia do
controle técnico no desenvolvimento de produtos.
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