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Resumo

O ché de kombucha é uma bebida resultante da fermentacdo de cha verde e/ou preto adocicados e adicionados de uma
cultura contendo um consércio simbidtico de bactérias e leveduras, apresentando dessa forma, um carater
antimicrobiano e antioxidante. A fermentacdo do cha de kombucha ocorre a temperatura ambiente, em um periodo de
3a 60 dias, ao final da fermentacéo, a bebida é um coquetel de componentes quimicos, &cidos organicos, fibras e etanol.
Estudos comprovam que o consumo regular da bebida previne diversas doengas, fortalecendo o sistema imunoldgico,
beneficios os quais estdo relacionados a presenga de polifendis, acido glucdnico, aminoécidos, antibidticos entre outros
micronutrientes gerados durante a fermentacéo. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo a produgdo do cha
de kombucha utilizando o cha verde como substrato em escala laboratorial, avaliando-se as propriedades fisico-
quimicas, compostos bioativos e atividade antioxidante do cha de kombucha, a fim de caracteriza-lo. As analises
realizadas foram pH, solidos soltveis totais (SST), acidez titulavel (AT), ratio (SST/AT), coloracdo nos pardmetros (L*,
a* e b*), antioxidantes DPPH, ABTS e polifendis. A partir dos resultados obtidos, em sua caracterizagdo fisico-quimica,
observou-se um decréscimo do valor de pH e SST devido a presenca de acidos organicos e a sacarose utilizada como
substrato fermentativo. Além disso, os resultados de compostos bioativos e atividade antioxidante estéo relacionados
com a extracdo dos compostos do cha verde nas condicfes utilizadas em escala laboratorial, além de que a bebida
resultante apresentou caracteristicas semelhantes a avaliadas por demais autores. Diante disso, este estudo estimula a
pesquisa cientifica sobre esta bebida, visto que 0 kombucha ainda é produzido principalmente por meio de processos de
fermentacdo natural, e, portanto, ndo controlados.

Palavras-chave: Fermentacdo; Atividade antioxidante; Caracterizacdo fisico-quimica.

Abstract

The kombucha tea is a beverage resulting from the fermentation of sweetened green and/or black tea and added to a
culture containing a symbiotic consortium of bacteria and yeasts, thus presenting an antimicrobial and antioxidant
character. The fermentation of kombucha tea takes place at room temperature, over a period of 3 to 60 days. At the end
of fermentation, the beverage is a cocktail of chemical components, organic acids, fiber, and ethanol. Studies show that
the regular consumption of the beverage prevents several diseases, strengthening the immune system, benefits which
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are related to the presence of polyphenols, gluconic acid, amino acids, antibiotics, among other micronutrients generated
during fermentation. Therefore, the present work aimed at producing kombucha tea using green tea as a substrate on a
laboratory scale, evaluating the physicochemical properties, bioactive compounds and antioxidant activity of kombucha
tea in order to characterize it. The analyses performed were pH, total soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), ratio
(TSS/ITA), coloration in the parameters (L*, a* and b*), antioxidants DPPH, ABTS and polyphenols. From the results
obtained, in its physical-chemical characterization, it was observed a decrease in the pH and SST value due to the
presence of organic acids and sucrose used as a fermentative substrate. Furthermore, the results of bioactive compounds
and antioxidant activity are related to the extraction of compounds from green tea under the conditions used on a
laboratory scale, and that the resulting beverage presented characteristics similar to those evaluated by other authors.
Therefore, this study encourages scientific research on this beverage, kombucha is still mainly produced through natural
fermentation processes, and therefore uncontrolled.

Keywords: Fermentation; Antioxidant activity; Physical-chemical characterization.

Resumen

El té de kombucha es una bebida resultante de la fermentacion de té verde y/o negro endulzado y afiadido a un cultivo
que contiene un consorcio simbidtico de bacterias y levaduras, presentando asi un caracter antimicrobiano y
antioxidante. La fermentacion del té de kombucha tiene lugar a temperatura ambiente durante un periodo de 3 a 60 dias.
Al final de la fermentacion, la bebida es un coctel de componentes quimicos, acidos organicos, fibras y etanol. Los
estudios demuestran que el consumo regular de la bebida previene diversas enfermedades, fortaleciendo el sistema
inmunoldgico, beneficios que estan relacionados con la presencia de polifenoles, acido glucénico, aminoéacidos,
antibidticos y otros micronutrientes generados durante la fermentacion. Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como
objetivo producir té de kombucha utilizando té verde como sustrato a escala de laboratorio, evaluando las propiedades
fisicoquimicas, los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante del té de kombucha para caracterizarlo. Los
andlisis realizados fueron el pH, los soélidos solubles totales (SST), la acidez titulable (AT), la relacion (SST/TA), la
coloracion en los pardmetros (L*, a* y b*), los antioxidantes DPPH, ABTS y los polifenoles. A partir de los resultados
obtenidos, en su caracterizacion fisico-quimica, hubo una disminucion en el valor de pH y SST debido a la presencia
de &cidos orgénicos y sacarosa utilizada como sustrato fermentativo. Ademas, los resultados de los compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante estan relacionados con la extraccion de los compuestos del té verde en las
condiciones utilizadas a escala de laboratorio, y que la bebida resultante present6 caracteristicas similares a las evaluadas
por otros autores. Por lo tanto, este estudio estimula la investigacién cientifica sobre esta bebida, ya que la kombucha
sigue produciéndose principalmente mediante procesos de fermentacion natural y, por tanto, sin control.

Palabras clave: Fermentacién; Actividad antioxidante; Caracterizacién fisico-quimica.

1. Introducéo

O cha de kombucha € uma bebida fermentada originéria do nordeste da China por volta de 220 a.C., disseminando-se
no Japdo em 414 d.C. como medicamento, espalhando-se por rotas comerciais para a Rassia e a Europa oriental (Jayabalan et
al., 2014). Embora alimentos fermentados tenham sido um alimento basico nas culturas internacionais por milhares de anos,
apenas recentemente o kombucha tornou-se popular (Kapp & Sumner, 2019). O cha de kombucha tornou-se popular por ser uma
bebida funcional de carater probiético. Atualmente, é declarado o produto de crescimento mais rapido nos mercados de bebidas
funcionais e uma das bebidas fermentadas de baixo teor alcéolico mais populares do mundo (Troitino, 2018).

A producdo tipica do cha de kombucha é baseada no cha preto, verde ou oolong. Para sua producdo utiliza-se 5g de
folhas de ché por litro de 4gua, para servir como substrato para bactérias e leveduras fermentadoras do cha, adiciona-se aglcar.
Essa mistura forma um ché agucarado onde adiciona-se a Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras (SCOBY (Leal et al.,
2018). As leveduras presentes na mistura, sdo isoladas de uma kombucha pré-existente, dessa forma, elas pertencem a diversas
espécies, sendo que as osmotolerantes, as fermentativas e as produtoras de acido sdo as espécies presentes em maior quantidade.
(Teoh, 2004). As bactérias predominantes na kombucha sdo as acéticas, principalmente do género Acetobacter, Gluconobacter
e Gluconacetobacter (Dufresne, 2000; Jayabalan et al., 2014).

O processo metabdlico da producéo do ché de kombucha ocorre de forma complementar entre leveduras e bacteérias,
ocorrendo duas fermentagdes até a obtencéo do produto final. Inicialmente, através da enzima invertase, as leveduras hidrolisam
a sacarose adicionada ao cha em frutose e glucose, resultando em etanol e diéxido de carbono, processo denominado fermentacéo

alcodlica. Posteriormente, as bactérias presentes realizam a fermentacéo acética da mistura, processo que € caracterizado pela
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transformacé&o do alcool em acido acético, conferindo o sabor caracteristico de vinagre ao produto. Na fermentacdo do cha de
kombucha, as bactérias acéticas realizam a conversdo da glucose em &cido glucénico e a frutose em &cido acético (Jayabalan et
al., 2014; Chen et al., 2000).

Diante das variagdes de bactérias e leveduras utilizadas no processo, além da obtengdo do produto final das
fermentacdes, a composicdo quimica da kombucha é muito variavel, sendo dependente de diversos fatores, como o tipo de cha
utilizado, tempo de fermentacéo, tipo de microrganismo presente, dentre outros fatores. Em geral, a kombucha é composta por
diversos &cidos organicos, como acético, glucénico, glucurénico, citrico, lactico, malico, tartarico, entre outros. Além disso, ela
contém monossacarideos, como sacarose, glucose e frutose, além de vitaminas como B1, B2, B6, B12 e C. Também se encontram
glicerol, aminoacidos, aminas biogénicas, purinas, pigmentos, lipidos, proteinas, algumas enzimas hidroliticas, etanol e
compostos com propriedades antibidticas (Dufresne, 2000; Jayabalan et al., 2014).

O periodo de fermentagdo do ch& de kombucha é de 3 dias a um méximo de 60 dias. Sua fermentacédo é realizada a
temperatura ambiente, otimizando o tempo de fermentagdo. Acidos organicos sdo produzidos durante a fermentacdo, o que
diminuem o valor do pH do ch4, levando a falta de oxigénio induzida pela acidez. Apesar de ser uma bebida de origem
microbiana, devido a maior acidez do meio, 0 nimero de possiveis células microbianas patogénicas, se houver, diminui,
resultando em uma bebida segura para o consumo (Watawana et al., 2015; Leal et al., 2018).

Ao final da fermentacéo, o cha de kombucha é um coquetel de componentes quimicos, incluindo agucares, polifendis
do ch4, &cidos orgéanicos de alimentos, fibra e etanol (Kaczmarczyk & Lochynski, 2014; Miranda et al., 2016). Sua popularidade
como um alimento funcional é impulsionado por seus beneficios & satde, que incluem potencial anti-inflamatdrio e atividade
antioxidante (Watawana et al., 2015; Villarreal-Soto et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi produzir cha de kombucha, seguindo metodologias pré-definidas, e avaliar propriedades

fisico-quimicas, compostos bioativos e atividade antioxidante do produto final.

2. Metodologia
2.1 Materiais

Para desenvolvimento do trabalho foram utilizados os seguintes materiais e reagentes: Folhas de cha verde (Camellia
sinensis var assamica), cultura de kombucha recém cultivado, Folin-Ciocalteau, acido géalico, acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico; ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), persulfato de potéssio e carbonato de sddio, da

Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Alcool metilico, alcool etilico e hidroxido de sodio, de grau analitico.

2.2 Fabricacdo do cha de kombucha

A elaboracgdo do cha de kombucha baseou-se na metodologia de Jayabalan et al., (2007), com infusdo de 1,2% de cha
verde em agua por 5 minutos. Foram dissolvidos uma concentragdo de 20% de sacarose na solugdo e deixada resfriar. Para o
preparo da bebida, 500 ml do cha foram vertidos em frasco de vidro de 2000 ml estéril e adicionado 1000 ml de &gua destilada,
o qual foi inoculado com 3% de fungo de cha recém cultivados. O frasco foi coberto com um pano limpo e preso com um eldstico,
o qual foi armazenado em local escuro a temperatura ambiente por 18 dias.

2.3 Caracterizagdo fisico-quimica e cor do cha de kombucha

Foram avaliados os parametros fisico-quimicos de pH, solidos soluveis totais e acidez titulavel (Instituto Adolfo Lutz,
2008). A cor foi medida pelo sistema CIELAB, utilizando um colorimetro (Chroma Medidor CR-400; Minolta, Mahwah, Nova
Jersey, EUA), com o iluminante padrdo D65 e observador de 10 °. As leituras diretas foram realizadas nos pardmetros L * (100
= branco; 0 = preto), a * (+, vermelho; -, verde) e b * (+, amarelo; -, azul).
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2.4 Compostos bioativos e atividade antioxidante do cha de kombucha
2.4.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com Singleton & Rossi (1965) com modificagdes. Uma
aliquota do cha de kombucha (125 pL) foi misturada com 125 L do reagente Folin-Ciocalteau (1:1 agua deionizada) e 2250 pL
de carbonato de sodio (28 g L) homogeneizado e incubado no escuro por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 725 nm, e os

resultados foram expressos em miligrama equivalente de acido galico (EAG) por litro.

2.4.2 Ensaios DPPH e ABTS

O ensaio DPPH foi realizado de acordo com Li et al. (2009) com modificagBes. A kombucha (150 pL) foi misturada
com 2,85 mL de solucdo DPPH (60 uM), em seguida incubada no escuro por 30 minutos. A absorbancia foi mensurada a 515
nm. O ensaio ABTS foi determinado de acordo com Re et al. (1999) com modificacdes. A solugdo de ABTS (1960 pL) foi
misturada com a kombucha (40 pL), e foi mensurada na absorbancia de 734 nm ap6s 6 minutos. As atividades antioxidantes
foram calculadas segundo a equacéo:

Atividade antioxidante (%) = (1- (Aamostra t/A amostrat=0)) X 100

Onde: Aamostrat € @ absorbancia das amostras em 30 minutos (DPPH) e 6 minutos (ABTS), e Asample t =0 € @ absorbancia

da amostra no tempo zero.

3. Resultados e Discussao
3.1 Caracterizagdo fisico-quimica do cha de kombucha

Os resultados obtidos da caracterizaco fisico-quimica da bebida foram expressos na Tabela 1, representando as médias
dos dados experimentais, sendo eles: pH, sélidos sollveis totais (SST), acidez titulavel (AT), ratio (SST/AT) e coloracdo nos
parametros (L*, a* e b*). Em relagdo ao pH, pode-se observar que houve um decréscimo em seu valor durante a fermentacéo,
uma vez que no primeiro dia de fermentagdo registrou-se um valor de pH de 5,6 e ao término dos 18 dias obteve-se 3,32. Fato
andalogo ao registrado por Ashrafi et al., (2018), o qual caracterizou o kombucha utilizado na elaboragéo de filmes comestiveis a
base de quitosana.

O valor do pH da bebida de kombucha diminiu devido ao aumento da concentracdo de acidos organicos durante a
fermentacgdo. O caldo fermentativo apresenta capacidade tampdo, devido a liberagdo do diéxido de carbono durante o processo
fermentativo (Sreeramulu et al., 2000). A presenca de leveduras e bactérias estdo relacionadas com a producéo desses diferentes
componentes, utilizando-se de diferentes substratos para tal atividade. O teor de cha utilizado e o tempo de fermentagdo sdo os
pardmetros mais determinantes para a composi¢do da bebida, onde a variacdo desses pardmetros altera a quantificacdo dos
componentes na bebida final ( Jayabalan et al., 2008; Jayabalan et al., 2014).

Tabela 1. Caracterizago fisico-quimicas do cha de kombucha.

Parametros Kombucha

pH 3,32 +£0,04
Sélidos sollveis totais (°Brix) 8,50 + 0,06
Acidez titulavel (%) 4,62 +0,05
Ratio (SST/AT) 1,83 +0,03
L* 62,10 +1,43
a* -1,37+0,17
b* 21,34 +0,75

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Fonte: Autores.
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Além disso, os sélidos soluveis totais, assim como o pH apresentaram uma diminuicdo durante a fermentagdo, uma vez
gue a sacarose adicionada é utilizada como substrato durante esse processo fermentativo. Os sélidos estdo compostos
majoritariamente por acUcares e acidos organicos. Pode-se observar, ainda, que a concentracéo de solidos se revelou elevada
quando comparada ao obtido por Silva et al., (2021), devido a concentracdo de sacarose mais elevada que foi adicionada
inicialmente e possivelmente devido a presenca de um grande nimero de acidos organicos. Fato demonstrado pelo teor acido de
4,62 expresso em 4cido acético registrado na Tabela 1.

De acordo com os parametros a * (+, vermelho; -, verde) e b * (+, amarelo; -, azul) analisados na Tabela 1, observou-
se que o processo fermentativo da bebida proporcionou um aumento da coloragdo esverdeada e amarelada da kombucha. Essa
tendéncia na coloracéo é evidenciada pela presenca de pigmentos como a clorofila e compostos fenolicos no cha verde utilizado,
em especial os flavondides presentes em grandes quantidades expressivas no produto em questdo (Simdes et al., 2017). Além
disso, a presenca da clorofila no tecido vegetal relaciona-se com 0 aumento da acidez na bebida final, uma vez que o aquecimento
de tecidos vegetais pode ocasionar a degradacéo térmica da glutamina formando o acido pirrolidona carboxilico (PCA) e demais

acidos (Parkin et al., 2010), uma vez que houve a infusdo das folhas de cha verde, esse fato pode ser evidenciado.

3.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante

A quantificacdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante da kombucha estdo expressas na Tabela 2. Os
compostos fendlicos avaliados na bebida sdo provenientes principalmente da composi¢do fitoquimica das folhas da Camellia
sinensis sendo composta principalmente de polifendis (Duarte e Menarim, 2006). De acordo com Oliveira et al., 2002, o cha
verde possui elevada quantidade de bioativos o que favorece a evidéncia de propriedades funcionais na bebida. Esses compostos
fenolicos encontrados de forma natural em vegetais e 6leos promovem a estabilidade oxidativa do material dependendo das
condic@es de aplicacdo (Parkin et al., 2010).

Em relacdo a capacidade antioxidante expressa em DPPH observou-se um percentual elevado, sendo relacionado
novamente a utilizacdo do cha verde como substrato. Jayabalan et al. (2008) em um estudo comparativo de trés substratos
experimentais, concluiu que o cha verde revelou-se promissor dentre os demais, uma vez que apresentou maior capacidade de
eliminagdo de DPPH no 18° dia de fermentagdo. Considera-se que 0s polifendis e as catequinas sejam os principais responsaveis

pelas a¢Bes antioxidantes da bebida, devido a suas elevadas concentra¢des (Annelli et al., 2016).

Tabela 2. Compostos bioativos e atividade antioxidante do cha de kombucha.

Parametros Kombucha

Polifendis totais (MgEAG/mL) 65,07 £ 1,69
DPPH (%) 51,65 + 0,30
ABTS (%) 59,70 + 0,81

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. EAG: equivalente de cido gélico.
Fonte: Autores.

Além disso, realizou-se o ensaio de eliminagao de radicais livres através do ABTS, o qual apresentou efeito analogo ao
DPPH, revelando uma maior atividade de eliminacdo ao término da fermentacdo. Essa tendéncia de aumento da atividade pode
ser relatada por diversos autores (Chu e Chen 2006; Jayabalan et al. 2008; Malbasa et al. 2011, Ayed et al., 2017)

A fermentacdo do cha contribui para o aumento da atividade antioxidante, uma vez que as bactérias fermentadoras
modificam a sua estrutura e produzem compostos bioativos, como os polifendis, diante disso, o tempo e a composicdo do
substrato sdo os fatores determinantes para a composi¢ao da bebida final. Apesar disso, existem diversas discussdes a respeito
da origem da atividade antioxidante na bebida fermentada. De acordo com Maier et al. (2009) a atividade antioxidante é um

efeito em conjunto entre diversos compostos, ao invés de um Unico. Singletary et al. (2007) afirma que as antocianinas
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apresentam forte atividade antioxidante e de eliminacdo de radicais livres, ja o autor Arnous et al. (2002) traz que a atividade de
eliminagdo dos radicais livres é ocasionada pelos flavonoides ao invés de antocianinas.

Embora existam divergéncias quanto a origem da capacidade antioxidante da bebida, comprova-se a sua presenga, uma
vez que diante das diversas propriedades antioxidantes e bioativas do cha de kombucha, a bebida é considerada um alimento
funcional com propriedades benéficas a salde, sendo que seus efeitos vém sendo aprimorados por diversas pesquisas (Rasu
Jayabalan et al., 2014).

4. Concluséao

Neste estudo, demonstrou-se que o cha de kombucha possui compostos bioativos os quais influenciam no potencial
antioxidante da bebida e sdo responsaveis por suas propriedades promotoras da satide. Com o crescente interesse pelo kombucha,
este estudo estimula a pesquisa cientifica sobre esta bebida, visto que o kombucha ainda é produzido principalmente por meio

de processos de fermentagdo natural, e, portanto, ndo controlados.
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