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RESUMO

Kombucha é uma bebida probidtica a base de cha das folhas de Camellia sinensis,
promissora e com crescente consumo mundial. No entanto, conhecimento acerca da sua
composi¢do quimica varia em funcdo das condi¢cdes ambientais de cultivo. Diante do
exposto, o presente estudo avaliou o potencial antioxidante, disponibilidade de 5-metil-
tetrahidrofolato, compostos fendlicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais e a
composicdo fisico-quimica de kombucha de cha verde (Camellia sinensis) durante o
periodo de fermentacdo estudado. Kombucha de cha verde foi fermentada por 21 dias,
sendo analisada nos tempos 1, 3, 7, 14 e 21 dias. A andlise do 5-metiltetradidrofolato foi
realizada em cromatdgrafo HPLC-DAD (Shimadzu LC20AT), compostos bioativos e
atividade antioxidante total (ABTS) foram avaliadas utilizando método colorimétrico em
espectofotémetro. Também foi avaliada umidade, cinzas, lipidios, pH, Aw, soélidos
soluveis, acidez titulavel e acUcares totais. A kombucha apresentou teores de 5-
metiltetraidrofolato de 39,12 + 1,32 pug/ mL no liquido e 45,78 + 8,42 ug/ mL no disco de
celulose no terceiro dia de fermentacdo e 50,87 + 3,56 g/ mL no liquido e 54,88 + 3,89
pg/ mL no disco no vigesimo primeiro dia de fermentacdo. Teores de compostos fendlicos
totais na faixa de 1,05 £ 0 mg EAG/ mL (dia 1) até 1,94 + 0,01 mg EAG/ mL (dia 21)
foram encontrados na kombucha, com aumento de acordo com a prolongacdo da
fermentacdo até o dia 21. O disco de celulose apresentou valores ndo significativos para
fendlicos 0,09 + 0 mg EAG/ mL. Flavonoides totais ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo da fermentagdo, mantendo-se em torno de 0,07+ 0,00 mg EC/mL
durante todo o processo fermentativo. Carotenoides totais presentes tiveram uma queda
significativa com a progressdo da fermentacdo de 53,80 + 0,36 pg/100 mL no inicio para
24,69 £ 0,70 png/100 mL no final da fermentacdo. Os valores de umidade foram similares
durante o processo fermentativo com média do liquido e SCOBY de 93,06% + 0,57 e
92,33 + 0,59 respectivamente. A Aw para o liquido e SCOBY se manteve em 0,99 + 0,00 e
cinzas abaixo de 0,1% para o liquido e para 0 SCOBY sem diferencas significativas
durante o processo de fermentacdo. Valores de sélidos soluveis para o liquido ficaram
entre 6,5 — 7,5 e os lipidios apresentados tiveram uma média igual a 0,3% + 0,12 e 0,6% =+
0,19 para o liquido e SCOBY respectivamente, ambos sem variacdo ao longo da
fermentacdo. No presente estudo, a acidez titulavel aumentou com o decorrer da
fermentacdo e os valores de pH cairam de 3,34 £ 0,01 no primeiro dia até 2,06 £ 0,10 no
ultimo dia de fermentacdo. Os dados sobre 5-metiltetraidrofolato encontrados no estudo
sdo inéditos e de extrema relevancia para diretrizes alimentares, ciéncia e tecnologia de
alimentos, bem como para o consumo geral da populacdo uma vez que a kombucha agora
pode ser considerada fonte da vitamina. O estudo concluiu que o melhor tempo para
consumir a kombucha e obter 5-metiltetraidrofolato e os bioativos encontrados, é consumir
0 liquido entre os dias de fermentacdo 7 a 14 e sem adicdo de outros ingredientes
possivelmente oxidantes ou redutores.

Palavras-chave: SCOBY, Ch4, Folatos, HPLC, Valor Nutricional, Antioxidante.
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1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida a base de cha das folhas de Camellia sinensis fermentada
por bactérias aceticas e leveduras. Esta fermentacdo usa comumente o cha verde ou preto
como meio, acucar como fonte de energia e tem como produto e subprodutos da
fermentacgdo a energia, &lcool, acido acético, compostos nutricionais e bioativos (LIU et al.,
2020).

O cha de Camellia sinensis, possui beneficios para a saude humana, como sua
reconhecida acdo antioxidante (CARDOSO et al., 2020). Porém a insercdo dos
microrganismos encontrados na kombucha permitem que novas propriedades, probioticas e
de consumo de metabdlitos secundarios benéficos, sejam agregadas ao produto. Os
microrganismos probidticos encontrados em alguns produtos fermentados, ao serem
ingeridos, se desenvolvem no trato intestinal se tornando parte da microbiota local. Desta
forma, fortalecem o sistema imunolégico e auxiliam em diversos processos fisioldgicos
(AL-RAWAF et al., 2020).

Além do beneficio de possuir microrganismos probioticos, a kombucha possui
compostos fendlicos com potencial antioxidante ja presentes no cha, além de outros
compostos bioativos sintetizados pelos microrganismos como alguns &cidos organicos,
flavonoides e carotenoides que tém potenciais anti-inflamatérios, e micronutrientes (KAPP
etal., 2019; CARDOSO et al., 2020; LI et al., 2020% LIU et al., 2020).

Com a popularizacao do consumo de kombucha nas ultimas décadas do século XX,
muitos cultivos domésticos passaram a ser realizados, porém nem sempre elaborados em
condigdes controladas e adequadas para uma boa producéo. Essas fermentacOes artesanais
resultam em produtos com teores diferentes de alcool, acido acético, dioxido de carbono e
outros componentes. Além de ter impacto nas caracteristicas sensoriais do produto final, as
diferentes formas de cultivo, por vezes, permite que as bebidas possam ser contaminadas,
levando um risco para a saude das pessoas que a consomem. No inicio do século XXI, a
industria alimenticia ja obteve sucesso em padronizar a kombucha a fim de entregar ao
consumidor um produto confiavel que possua teores conhecidos de substancias benéficas e
ainda mantenha os microrganismos probioticos (TROITINO, 2017; MAPA, 2019).

Ainda que a producédo atual esteja dividida entre a artesanal e a padronizada pela
industria, ainda ndo ha legislagcdes vigentes acerca da caracterizacdo da kombucha em

todos os paises. No Brasil, por exemplo, a primeira instrucdo normativa (IN) que trata
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especificamente do controle de qualidade da kombucha foi publicada em setembro de
2019, mas a mesma ainda ndo traz menc¢do da caracterizacdo microbioldgica da bebida, do
tempo adequado para fermentacdo ou até mesmo das concentracBes dos substratos
utilizados na producdo da bebida. Quanto aos parametros analiticos, a IN se restringe a
definir faixas adequadas para pH, acidez volatil, pressdo atmosférica a 20 °C e graduagdo
alcodlica (MAPA, 2019).

Levando em consideracao a localizacdo geogréafica do Brasil, bem como toda a sua
diversidade de clima, é razoavel afirmar que a producdo artesanal de kombucha no Norte
do pais ndo ocorre da mesma forma que a fermentacdo da kombucha no Sul. Além do
clima, outros fatores como o tempo de fermentagéo ndo sdo considerados. Estudos como os
de Villarreal-Soto e colaboradores mostram que o pico de sintese de compostos bioativos
acontece entre os dias 7 e 10 de fermentacdo, porém é a partir da primeira semana de
fermentacdo que o gosto azedo se torna mais perceptivel, podendo causar rejeicdo aos
consumidores, que irdo preferir consumir a bebida antes da formac&o perceptivel de acido
acético (FILIPPIS et al., 2018, VILLARREAL-SOTO et al., 2019).

Outro aspecto pouco estudado é o teor de micronutrientes encontrados na bebida
fermentada. Ha estudos que relatam a presenca de vitamina do complexo B em kombucha,
porém ha caréncia de informacfes sobre a sintese de micronutrientes realizada pelos
microrganismos, em qual etapa acontece, com quais meios de cultura, entre outros (REVA
et al., 2015; VITAS et al., 2018; KAPP et al., 2019; SHARMA & BHARDWAJ, 2019;
XIA et al., 2019).

A kombucha chegou ao século XXI impulsionada pelo atual consumo consciente e
alimentacdo saudavel, porém ainda hd muito a ser elucidado sobre a bebida e tudo que
impacta o produto final. Neste contexto, o presente estudo buscou elaborar kombucha a
partir de chad verde e avaliar o teor de 5-metiltetraidrofolato e atividade antioxidantes

durante a vida de prateleira (dias 1, 3, 7, 14 e 21).

2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

H& escassez de pesquisas que avaliem a composi¢do de folatos, bem como o
potencial antioxidante e a composicdo centesimal de kombucha produzida no Nordeste
brasileiro de forma artesanal ao longo do processo de fermentacdo. Sera que o liquido e o
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disco de celulose da kombucha tém folatos? E ainda, a composi¢do centesimal e possivel

potencial antioxidante da kombucha é interessante para 0 consumo humano?

Hipotese: O liquido e o disco de celulose da kombucha produzida a partir de
ché verde possuem elevado valor nutritivo, atividade antioxidante e

disponibilidade de 5-metil-terahidrofolato.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Kombucha
3.1.1 Bebida

Kombucha € o termo utilizado para definir a cultura da bebida probidética cultivada
em cha fermentado. O cha das folhas de Camellia sinensis é uma das bebidas néo-
alcdolicas mais consumidas do mundo e que, devido aos seus compostos bioativos,
possuem diversos beneficios a saide (BASU et al., 2013; CABRAL et al., 2017; SUN et
al., 2020). Por sua vez, o consumo do liquido de kombucha, chd de Camellia sinensis
fermentado, oferece propriedades benéficas ao homem devido a teores significativos de
compostos nutricionais e bioativos ja presentes no chd, aliados a presenca de
microrganismos benéficos a microbiota intestinal do corpo humano e seus produtos
metabdlicos (PANGHAL et al., 2018; KAPP et al., 2019; VILLARREAL-SOTO et al.,
2019; YAN et al., 2020).

A depender do processo tecnolégico aplicado na produgdo do cha, podem ser
obtidos tipos diferentes de chas, sendo trés tipos os mais consumidos: cha verde, cha
Oolong e chéa preto. O chéa verde se caracteriza pela secagem das partes da planta, seguida
pela vaporizacdo que inativa a polifenoloxidase, diminuindo a oxidac¢do do produto. O cha
Oolong, é fermentado parcialmente, seguido pela secagem. Enquanto o cha preto sofre
fermentacdo completa antes da secagem para utilizacdo (ZENG et al., 2017; LIU et al.,
2020).

Para obtencdo do chg, sdo utilizados folhas, flores e botdes da planta Camellia
sinensis. As partes das plantas séo secas e entéo utilizadas. Apesar de todos os tipos serem

utilizados na producdo de kombucha, cada tipo de cha produzido possui um sabor
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caracteristico e 0 seu teor de compostos bioativos pode variar um pouco de acordo com o
processamento tecnoldgico (CARDOSO et al., 2020; LIU et al., 2020).

A coloragdo da kombucha, caramelo claro até o ambar mais acentuado, varia de
acordo com o cha utilizado (verde, Oolong ou preto), porém o agucar e outros fatores da
producdo também influenciam as caracteristicas sensoriais da bebida. Outro ponto em
consideracdo é que durante a fermentacéo, alguns microrganismos produzem uma pelicula
de celulose em forma de disco, chamada em inglés de “SCOBY” (cultura simbiotica de
bactérias e leveduras), que flutua no liquido e pode ser reutilizada para produzir mais
kombucha a partir de um novo meio de cultura (SHARMA et al., 2019; AHMED et al.,
2020).

Figura 1: Fermentacdo de kombucha. Liquido e disco de celulose (SCOBY).

-

Fonte: Autora prépria.

A bebida fermentada possui gosto &cido como o mais marcante e o doce ainda
presente, porém este diminui a medida que é deixada para fermentar por mais tempo, assim
levando os microrganismos a consumirem mais do carboidrato adicionado ao meio de

cultura (sacarose). Neste processo fermentativo que dura no minimo uma semana, 0S



15

microrganismos produzem &lcool, &cidos orgénicos e gas. Como produto final, é obtida
uma bebida de cor caramelada, transllcida, &cida, gaseificada e com aroma de produto
fermentado. Essas d@o as caracteristicas basicas para o sabor da bebida funcional apés a
primeira fermentacdo. Devido a marcante presenca do gosto acido, as pessoas costumam
fazer ainda uma segunda fermentacéo da kombucha, onde o liquido é inserido em um novo
meio de cultura com sabor (ex: suco de frutas). Apos a segunda fermentacéo, é obtida uma
bebida fermentada com sabor mais aceito para o paladar comum (PIRES et al., 2014,
ZENG etal., 2017; VITAS et al., 2018; ZUBAIDAH et al., 2018).

A origem da kombucha é desconhecida e relatos mostram que 0 seu consumo ja era
realizado em diferentes paises orientais, porém com nomes diferentes do atual. Apesar
disso, a sua origem mais aceita é datada de 220 a.c. no nordeste da China, na regido de
Mancharia, onde a mesma era muito apreciada pelas suas, até entdo acreditadas,
propriedades desintoxicantes e energizantes (STANDAGE, 2005; TROITINO, 2017,
KAPP et al., 2019).

Atualmente ja possivel encontrar bebida de kombucha de diversas marcas nos
grandes mercados de cidades urbanas, e em mercados “naturais” como os emporios
cerealistas. Estas, por sua vez, ja buscam seguir as leis que definem a rotulagem e contetido
dos produtos, bem como padronizacdo operacional para obtencdo de produtos similares
(CHAKRAVORTY et al., 2016; PANGHAL et al., 2018; MAPA, 2019; SHARMA &
BHARDWAJ, 2019).

3.1.2 Cultivo da kombucha

Para obtencdo de um novo cha de kombucha, é necessario ter SCOBY (inteiro ou
parte) ou o liquido de outra fermentacdo, chd (Camellia sinensis) e sacarose. A
metodologia é similar a de outros produtos fermentados, onde h&a os microrganismos, o
meio de cultura e a fonte de energia. Os fatores ambientais interferem na fermentacdo do
produto e, com isso, as proporc¢des podem variar, mas o padréo é seguir com 1 L de cha, 50
— 100 g de sacarose e, apos resfriado a temperatura ambiente, adicionado do SCOBY com
200 mL do liquido. A adicdo deste liquido &cido que ja contem microrganismos tem

finalidade de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis. Se o disco de celulose
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ndo for adicionado, os microrganismos fardo um novo biofilme neste meio de cultura
(CABRAL et al., 2017; MAPELLI-BRAHM et al., 2020).

O recipiente utilizado para o cultivo dos microrganismos é mantido em temperatura
ambiente (20 — 30 °C), com auséncia de luz e coberto por um filtro que previna a
contaminacdo por agentes externos, mas que permita a troca de gases. Esta troca de gases
permite que 0s microrganismos sintetizem um novo disco de celulose. Ha dois estagios de
fermentacdo, alcdolica e acetica. Na fermentacdo alcdolica, as leveduras oxidam a glicose
presente no meio e tém como produto o etanol. Esta é seguida pela fermentacdo acética,
onde as bactérias acéticas fazem uso do etanol para produzir &cido acético. Nos primeiros
dias da fermentacdo, hd uma estabilidade na acidez, porém a mesma é modificada a partir
do terceiro dia, que depois volta a estabilidade. As leveduras produzem diéxido de carbono
que é dissociado na agua, produzindo o anion anfiprético hidrocarboneto (HCOj3). Este
interage com o H+ liberado pelos acidos organicos. Esta reacdo permite a formacdo de
acidos organicos sem a diminuicdo de pH. A proporcdo que a fermentagdo continua, a
atividade das bactérias acéticas se torna mais presente e, por consequéncia, a oxidacao do
alcool etilico, dando espago para uma maior formacdo de acido acético. (PIRES et al.,
2014; WALKER & STEWART, 2016; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; MAPELLI-
BRAHM et al., 2020).

Em estudos prévios foi percebido que o pico de sintese de compostos bioativos é
atingido em 10 dias de fermentagdo. N&o sendo mais necessario continuar com a
fermentacdo apds esse periodo. A continuacdo do processo fermentativo em condigdes
favoraveis causa o aumento de acidez da bebida a tal ponto que a torna “avinagrada” e
intragavel. O processo € interrompido por refrigeracdo para ndo haver perda dos
microrganismos e este diminui drasticamente a atividade dos microrganismos sem elimina-
los. Assim, a bebida final contém os compostos nutricionais e bioativos sintetizados, mas
possui também os microrganismos que desempenham suas fungdes benéficas ao corpo
humano (VITAS et al., 2018; MAPELLI-BRAHM et al., 2020).

Evidéncias mostraram que fatores como diferenca de clima das regides, proporcoes
e tipos de ingredientes utilizados no meio de cultura, exposicdo do cha a luz e oxigénio

interferem na fermentacdo e, por consequéncia, na producdo de compostos bioativos,
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compostos nutricionais, biofilme e gés. (REVA et al., 2015; FILLIPS, et al., 2018;
VILLARREAL-SOTO et al., 2019; AHMED et al., 2020).

As caracteristicas da bebida vém sendo modificadas desde o inicio da fermentacao
até 0 momento em que 0 processo é interrompido. A partir dos primeiros 3 — 4 dias a
formagdo do biofilme transparente, uma nova membrana (cultura “filha”), na superficie do
liquido é visivel. Isto é explicado pela presenca das substancias no meio. A presenca de
etanol e de acidos orgénicos favorece a producdo do biofilme. O acetato é formado pela
oxidacdo do etanol e é depois metabolizado em acido tricarboxilico para gerar ATP para
utilizacdo dos microrganismos no crescimento celular e na formacdo de celulose. Neste
momento ja é perceptivel acidificacdo, producdo de etanol, de compostos aromaticos
particulares de produtos fermentados e producdo de gas (SHARMA & BHARDWAJ,
2019).

Ao longo dos dias de fermentacdo, mais camadas de pelicula de SCOBY sao
formadas até que seja perceptivel um disco que cobre todo o didametro da superficie do
recipiente. Estudos mostram que o pico da formacdo dos compostos nutricionais e
bioativos é encontrado no décimo dia de fermentagdo. A partir deste dia é feita a escolha
de continuar a fermentacdo, tornando o produto cada vez mais acético, interromper a
fermentacdo e consumir a bebida ou fazer uma segunda fermentacdo com um novo meio
saborizante utilizando o liquido da kombucha ou 0 SCOBY, que possui 0s microrganismos
aprisionados (FILLIPS et al., 2018; SHARMA & BHARDWAJ, 2019).

3.2 Métodos de Fermentacéo

O processo fermentativo se da pela utilizagdo de um substrato, por microrganismos,
para obtencdo de energia para o seu desenvolvimento. A glicose, monossacarideo
produzido principalmente nas plantas atraveés do processo de fotossintese, é a substancia
principal utilizada no processo de fermentacéo. Esta substancia é utilizada pelo organismo
dos seres vivos, através do processo de respiracdo celular, e fermentacdo onde ela passa
pelo processo de glicolise. Com o auxilio de fosfatos e coenzimas atuando na molécula de
glicose, este fragmenta o carboidrato em duas moléculas de 4&cido pirdvico e
consequentemente energia (CHEN et al., 2020). Neste processo ha producdo de substancias

como etanol, acido acético, gas, agua, compostos bioativos, compostos aromaticos, entre
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outros. H& dois processos na producdo de energia utilizada pelos microrganismos em
diversos processos metabdlicos. A primeira é a respiracdo celular, seguida pela
fermentacdo (DASHKO et al., 2014; AZHAR et al., 2017; VILLARREAL-SOTO et al.,
2019; HIKMETOGLU et al., 2020; MAPELLI-BRAHM et al., 2020).

Na respiracdo celular, processo aerobio que acontece no hialoplasma e mitocondria,
a glicose (CgH120¢) disponivel no meio de cultura € degradada de forma completa. As
ligagbes de carbono do carboidrato sdo quebradas através de glicdlise e a alguns dos
atomos sao utilizados para producdo de energia utilizavel pelo microrganismo, adenosina
trifosfato (ATP) (PEREIRA et al., 2015; RAMOZ-MARTINEZ, 2017; ROWLEY IV etal.,
2017; BAE et al., 2019).

A fermentacdo que acontece no hialoplasma dos organismos, nao realiza a oxidacéo
completa do carboidrato. A primeira quebra da molécula de glicose tem como moléculas
menores 0 piruvato (C3H4O3). Estas, por sua vez, sem a presenca do oxigénio, sofrem
transformacdes tendo como resultado outras substancias como acido acético, acido latico,
entre outros produtos. Dividida em trés tipos, latica, alcoolica e acética, a diferenciacdo das
fermentagdes é feita basicamente pelos produtos finais obtidos, &cido latico (C3HgO3),
etanol ou alcool etilico (C,HgO) ou &cido acético (CH3;COOH) (WALKER & STEWART,
2016; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; HIKMETOGLU et al., 2020).

A fermentacdo alcodlica € o processo bioquimico realizado por leveduras (fungos)
que utilizam o carboidrato encontrado no meio para sua multiplicacdo, e tem como produto
ATP, alcool etilico e CO,. Para cada molécula de glicose, além do etanol, 2 ATP sédo
produzidos (DASHKO et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; VASSILEV et al., 2015).

A fermentacdo acética € normalmente seguida pela fermentacdo alcodlica. Ao
contrario das leveduras que utilizam o carboidrato para produzir ATP, etanol e gas, as
acetobactérias sdo microrganismos que vao utilizar o etanol presente no meio
(normalmente produzido pelas leveduras) e, a partir dele, produzir acido acético. Bem
como na fermentacdo latica e alcoolica, a fermentacdo acética tem como resultado 2 ATP
(HO et al., 2018; Ll et al., 2019; LI et al., 2020).

Além da formacéo de etanol, agua, gas, acido acético e outros compostos comuns a

fermentacdo, ha também a sintese de compostos nutricionais e bioativos. O perfil quimico
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encontrado na kombucha, bebida probiética, € majoritariamente composto por &cidos
orgénicos como o acido acético, &cido glucénico e &cido glucurénico e polifendis. Ainda
assim, estudos mais recentes analisaram a presenca de compostos nutricionais como
vitaminas do complexo B (JAYABALAN et al., 2014; VITAS et al., 2018; SHARMA &
BHARDWAJ, 2019; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; , XIA et al., 2019; KAPP et al.,
2020).

3.2.1 Microrganismos na fermentagéo

A coldnia ou cultura simbidtica de leveduras e bactérias (Symbiotic Colony/Culture
of Bacteria and Yeasts) chamada de SCOBY é composta por acetobactérias com
predominancia do género Gluconobacter e Komagataeibacter e muitas espécies de
leveduras osmofilicas, sendo as principais Brettanomyces, Candida, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Pichia e Zygosaccharomyces (JAYABALAN et al., 2014; MARSH
etal., 2014; FILLIPIS et al., 2018; ZHOU et al., 2019; AHMED et al., 2020).

Leveduras sdo microrganismos unicelulares, eucariotas, comumente arredondados,
ovais ou elipticos. Cerca de cinco vezes maior que as bactérias, elas tém o seu
desenvolvimento influenciado pela presenca de nutrientes no meio onde se encontram.
Com parede celular, membrana citoplasmatica, nucleo, ribossomas e mitocondria, este
microrganismo utiliza glicose encontrada no meio para a sua respiracdo celular e também
aminoacidos para os processos fermentativos (MIGL et al., 2020). Além dos produtos
comuns aos processos fermentativos dos microrganismos (ATP, alcool etilico, acido
acetico e acido latico) que podem variar a depender de fatores do meio de cultura
(oxigénio, temperatura, estresse osmotico, concentracdo de carboidrato...), as leveduras
também produzem compostos menos comuns, porém também importantes para 0 meio
onde se encontra (fendis, glicerol, ésteres, cetonas, compostos sulfurados e compostos
nutricionais) (VILARREAL-SOTO et al., 2019).

Dada a complexidade de resposta das diferentes espécies de leveduras expostas ao
meio, com todos os fatores de variancia (temperatura, pH, oxigénio disponivel, incidéncia
a luz, concentracdo de CO;, entre outros), bem como os substratos oferecidos, diferentes

substancias podem ser encontradas como subprodutos dos processos fermentativos e as
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mesmas vém sendo estudadas e analisadas nos mais diversos produtos fermentados (LEE
etal., 2019; RAl et al., 2019).

As bactérias, microrganismos procariotas, sdo formadas basicamente pela
membrana plasmatica, citoplasma e o seu proprio material genético sem separacao do resto
do citoplasma. A sua reproducdo € assexuada e alimentacdo feita a partir da
quimiossintetizacdo, isto €, através de reacdes de oxidacdo de alguns compostos
(carboidratos e compostos nitrogenado) para producdo de energia e consequente
multiplicacdo. Sendo aerdbicas, realizam a respiragdo celular, e quando anaerdbicas,
fermentacdo. Como produto da fermentagdo ha substancias ja bem estudadas como o acido
latico, o acido acético e alcool etilico. Além das citadas, as bactérias ainda produzem
compostos nutricionais, compostos bioativos e outros &cidos organicos de interesse da
salde do ser humano, gomas como dextrana, toxinas, entre outros (PAVLOVA et al.,
2019).

Estudos recentes voltados para probidticos mostram que diferente da fermentagéo
latica, as bactérias precisam de oxigénio atmosférico para realizar a fermentacédo acética e
essa € uma das razdes pelas quais hd a formacdo do SCOBY na superficie do liquido
fermentado (SHENOY et al., 2019).

Sendo a Acetobacter xylinum (reclassificada como Gluconacetobacter xylinus)
como a maior responsavel pela producdo de celulose na superficie do liquido. Quando
predominante, a mesma transforma o acido acético em CO, e H,0, diminuindo assim o
teor de &cido acético no meio. Isso interfere tanto na producdo industrial de vinagres,
quanto no pH do meio que tem influéncia sobre outros microrganismos, sendo o liquido da
kombucha o mais influenciado devido ao maior ndimero de microrganismos em
comparacdo ao disco de celulose (ROOS & VUYST, 2018; SHARMA & BHARDWAJ,
2019).

Analises de MANOVA realizadas nos ultimos trés anos confirmam a influéncia da
temperatura do meio de cultura no ndmero de especies do género Gluconobacter
encontrado e, consequentemente, na producdo de A&cidos organicos e do biofilme
produzido. O género Gluconobacter sempre é dominante independente da temperatura

comumente encontrada no cultivo de kombucha, porém, a medida que a temperatura
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aumenta, o meio pode levar outros géneros de microrganismos para o liquido como
Acinetobacter, Lactobacillus e Streptococcus (REVA et al., 2015; FILIPPIS et al., 2018).

3.3 AlegacGes de Saude

As alegacOes de saude da kombucha passam pela origem do cha. Desde o seu
descobrimento até os dias atuais, 0 cha ainda é tratado como bebida saudavel e, a partir do
conhecimento da preparacdo do cha de Camellia sinensis, as pessoas passaram a fazer
infusBes com outras plantas. Essas, por sua vez, também trazendo seus beneficios para o
ser humano (AL-RAWAF et al., 2020; LI et al., 2020, LIU et al., 2020).

Tratando-se do intestino, sua microbiota € considerada saudavel quando os
microrganismos nela empregam seu papel favorecendo o bem-estar do ser humano e
impedindo a atuacdo de microrganismos patogénicos, evitando infecgdes. Fortalecer essa
microbiota é um trabalho que pode ser realizado através do consumo de alimentos com
inulina, frutooligossacarideos, amido resistente, pectina ou até mesmo do consumo direto,
porém adequado e equilibrado, dos microrganismos vivos atraves de produtos fermentados
(KAPP et al., 2019; AHMED et al., 2020; DELZENE et al., 2020, LI et al., 2020).

Bebidas fermentadas sdo opc¢des acessiveis para 0 consumo de probidticos, sendo
os leites fermentados os mais encontrados nos mercados. Contudo, o perfil de doencas
alimentares, em especial as intolerancias, podem limitar o consumo de probidticos
fermentados a partir de leite de mamiferos. Além do teor de colesterol encontrado no leite,
que pode ser um fator determinante para algumas pessoas, vale mencionar a presenca de
proteina do leite que afeta alérgicos e a lactose que afeta intolerantes. Com mais de 70% da
populacdo mundial sofrendo de intolerancia a lactose, desde desconfortos e gases até
respostas mais graves como diarreia, a ingestdo de produtos sem leite sendo priorizada e
estudada. Fatores que também influenciam o aumento de produtos fermentados livres de
lactose incluem o aumento no numero de vegetarianos no mundo (WATAWANA et al.,
2016; PANGHAL et al., 2018; ZUBAIDAHet al., 2019).

Algumas empresas produzem probioticos a partir de material vegetal como sucos
probidticos de vegetais que ndo frutas, sucos de frutas probioticos, probidtico com folhas
como Moringa, kefir de dgua, kombucha, entre outros. Dentre eles, um que tem ganhado

destaque ao longo dos anos pelo seu facil cultivo doméstico € o cha verde utilizado na
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producdo da kombucha (WATAWANA et al., 2016; ZUBAIDAH et al., 2019; AHMED et
al., 2020).

Estudos recentes mostram que o consumo regular de ché traz beneficios para o ser
humano devido ao teor de compostos fenolicos, que atuam no corpo humano com
capacidade de sequestrar radicais livres de oxigénio, agir como quelante, antioxidante,
anti-hipertensivo, anti-inflamatério, antitumoral, e melhorando o sistema imunoldgico,
entre outros (CARDOSO et al., 2020; LI et al., 2020; YAN et al., 2020).

O consumo de kombucha de chd também se provou mais benéfico que quando
adicionado a outros substratos. Em 2020, Ahmed e colaboradores avaliaram e
comprovaram a atividade antioxidante de diferentes tipos de kombucha utilizando
Camellia sinensis, arroz e cevada. No estudo foi verificada uma eficiéncia de
desenvolvimento de microrganismos e sintese de etanol e &cido acético superior a da
fermentacdo fazendo uso de arroz ou cevada. Além do comparativo, o estudo também
avaliou a perda de atividade antioxidante nas kombuchas apos tratamento térmico, sendo

confirmada a sua diminuicdo.

Além da atividade antioxidante, anti-hipertensiva e outras citadas, 0s compostos
nutricionais e bioativos na kombucha também auxiliam no tratamento direto de doencas
em animais. Em 2016, Hyun e colaboradores avaliaram a atividade de protecdo hepatica
em ratos submetidos a dietas que induziam a esteatose hepética e foi confirmado que,
quando os ratos faziam uso de chd de kombucha na dieta, os mesmos tiveram uma
supressdo de lipidios no figado, prevenindo ndo somente o acimulo excessivo de lipidios

no figado, mas promovendo a restauracéo do drgao.
3.4 Principais metabdlitos e bioativos reconhecidamente disponiveis

Além dos micro e macronutrientes encontrados nos alimentos, ha substancias,
conhecidas como compostos bioativos, que possuem atividade bioldgica no corpo. O grupo
desses compostos se divide em trés categorias: nutracéuticos, antinutrientes e toxicos, com
beneficios e/ou maleficios. Por conseguinte, alimentos que, além dos nutrientes
necessarios, fornecem essas substancias nutracéuticas, sdo chamados de alimentos
funcionais (CVETANOVIC et al.,, 2017; AHMED et al., 2020; LIU et al., 2020).

Substancias nutracéuticas com efeitos fisioldgicos benéficos ao ser humano podem ser



23

inerentes ao alimento ou serem sintetizadas por microrganismos, como subprodutos,
através da fermentacédo (FILIPPIS et al., 2018).

Alguns destes subprodutos presentes na kombucha comprovada séo &cidos graxos
de cadeia curta (como &cido glucénico, glucurénico e acético), compostos nutricionais e
compostos bioativos (CARDOSO et al., 2020). Estes dois fatores, a presenca de
microrganismos e de substancias benéficas ao corpo, auxiliam no bom funcionamento do
trato intestinal do ser humano, e da sua microbiota prdpria, atuando em doencas
inflamatorias locais, bem como através de efeitos sistémicos aumentando a taxa de
absorcdo de nutriente, sintetizando nutrientes biodisponiveis, combatendo a anemia,
regulando do sistema imunologico, entre outros (SHARMA & BHARDWAJ, 2019; ZHOU
etal., 2019; SUN et al., 2020; YAN et al., 2020).

3.4.1Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que atuam na taxa de oxidacdo de substancias no
organismo, prevenindo a formacédo de radicais livres, 0s quais contribuem com a perda da
qualidade e saide dos organismos, a exemplo do aparecimento de tumores em humanos
(CARDOSO et al., 2020). Ja nos alimentos, a acdo dos antioxidantes previne a oxidacao
das substancias que poderia comprometer as caracteristicas sensoriais do produto e
composicao nutricional, bem como produzir substancias nocivas ao ser humano (HOQUE
etal., 2020; ALWAZEER, 2020).

Hé estudos avaliando o potencial antioxidante de kombuchas de cha verde e preto,
bem como a separacdo e identificacdo das substancias com atividade antioxidante nas
bebidas (CARDOSO et al., 2020; MHATRE, et al., 2020; YAN et al., 2020). Os achados
dos ultimos anos focam em compostos bioativos, porém, de modo geral, além do tipo de
substrato e insumo, considera-se que a mudanca de ambiente seja um dos fatores que
determinam as alteracdes na fermentacédo e, consequentemente, no perfil microbioldgico,e
composi¢cdo de nutrientes e compostos bioativos. Em razdo disso, hd a necessidade de
estudar produtos alimenticios fermentados que s&o produzidos em locais com condic¢des
geograficas diferentes (PLESSAS et al., 2016; CARDOSO et al., 2020).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais encontrados comumente em plantas e que

atuam no corpo humano como precursores da vitamina A. Por sua vez, esta vitamina
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lipossoltvel faz parte do desenvolvimento do corpo do ser humano, compfe parte das
células epiteliais e auxilia na saude da visdo. Ocorre que, a disponibilidade de carotenoides
no mundo € regional e até sazonal. Ainda assim, estudos ja mostraram a capacidade das
leveduras de produzir carotenoides a partir de material vegetal como trigo ou subprodutos
agroindustriais, todos com potenciais antioxidantes. Analisar bebidas fermentadas com
leveduras probidticas para verificar e confirmar a presenga de substdncias como os
carotenoides poderd oferecer suporte para a caracterizacdo da bebida como funcional.
(CIPOLATTI et al., 2019, LIU et al., 2020?).

3.4.2 Folatos

Folato é um termo utilizado para nomear um grupo de substancias que se
assemelham quimicamente e nutricionalmente ao acido folico (pteroil-L-glutamico). A
parte do acido félico, os outros constituintes deste grupo sdo genericamente chamados de
folatos (JUZENIENE et al., 2013).
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Figura 2: Estrutura do tetraidrofolato poliglutamil e suas formas em funcédo do radical.
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Fonte: Autoria prdpria.
Apesar do maior numero de citacdes do termo “4cido folico” para descrever a

vitamina By, na natureza, essa substancia é somente encontrada em quantidades traco, mas
sinteticamente produzida para utilizacdo em fortificacdo de alimentos pela sua maior
estabilidade se comparada aos outros folatos como os tetraidrofolatos (Hsfolatos). Apesar
desta obrigatoriedade por lei de insercao de acido folico em produtos alimenticios (farinhas
de trigo, milho, massas e outros), o maior consumo de folatos ainda € pela ingestdo na sua

forma de poliglutamil.

De forma geral, os folatos apresentam atividade vitaminica e normalmente atuam

em reacOes de transferéncia, oxidacdo e reducdo. A vitamina By atua também na sintese de
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metionina partir da homocisteina, no metabolismo de aminoacidos e constituicdo de
proteinas, na sintese dos acidos nucléicos sendo importante para o funcionamento do
sistema nervoso (BAUDIN, 2019; EDELMANN et al., 2019; BELARDO et al., 2019).

Apesar de atuar em reacGes de oxidacdo e reducdo, os folatos podem sofrer
clivagem por oxidantes e redutores, transformando-os em substancias sem potencial
vitaminico.Quanto a susceptibilidade desse grupo de substancias a se degradar, também ¢
importante mencionar o pH do meio no qual elas se encontram. A forma mais comum de
folato encontrado nos alimentos € o 5-metiltetraidrofolato e, em meio acido, este pode ser
convertido em 5-metildiidrofolato. Este segundo folato ainda possui atividade vitaminica,
podendo ainda ser reduzido de volta para 5-metiltetraidrofolato através de redutores fracos.
Porém, permanecendo em meio acido, o 5-metildiidrofolato pode sofrer clivagem e perder
0 seu potencial vitaminico. Sendo assim, bem como alguns bioativos, os compostos folatos
podem apresentar uma pequena diferenca de estabilidade em funcdo do pH (JUZENIENE
etal., 2013; GAZZALlI et al., 2016; VITAS et al., 2018).

Muito embora todas as substancias do grupo dos folatos sejam susceptiveis a
degradacdo oxidativa, pelo fato do anel pteridina do &cido félico se encontrar totalmente
oxidado, em relacdo aos tetraidrofolatos e diidrofolatos, este se encontram mais estaveis a
estas mudancas (GAZZALI et al., 2016). Ainda assim, a luz, presenca de ascorbato no
meio, a presenca de compostos como hipoclorito, usado na higienizacdo de alimentos,
temperatura e cocgdo em meio aquoso podem ter grande interferéncia na absorcdo da
vitamina pelas perdas causadas por oxidacdo ou lixiviacio (LESKOVA et al., 2006;
JUZENIENE et al., 2013; WATANABE et al., 2013; MELLIDOU et al., 2019).

Sobretudo, a absorcdo de folatos € dada ndo somente pela ingestdo de alimentos
fortificados pela vitamina, mas por alimentos tidos como fonte desta substancia como
carnes, legumes e folhas verdes. Por outro lado, a ingestdo de alimentos pobres deste
nutriente, o0 processamento que promova a perda da vitamina ou até mesmo a
biodisponibilidade incompleta de formas naturais da substancia (cerca de 50% da forma
natural € biodisponivel) pode causar caréncia vitaminica no ser humano. O seu mal
armazenamento, com exposicdo a luz também leva a degradacdo da vitamina B9 pelo seu
carater fotossensivel. Outra forma de diminui¢cdo do teor dessa vitamina no alimento é

quando o alimento é feito em meio aquoso, promovendo a perda ou diminuicdo da
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substancia de carater hidrossolivel (SHERGILL-BONNER, 2017; TOIVONEN et al.,
2018).

E de grande importancia a determinagdo verdadeira dos micronutrientes nos
alimentos, sobretudo as vitaminas hidrossoluveis, ndo somente pelos seus beneficios ao ser
humano, mas para melhor entender a sua biodisponibilidade real levando em consideracéo
antinutrientes, formas de preparo dos alimentos e outros fatores que impactam na absorgéo
e degradacéo, assim buscando a melhor maneira de consumi-los (CUNHA-SANTOS et al.,
2019).

3.5 Analises em kombucha
3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As técnicas para andlise de alimentos nos ultimos 10 anos tem se apropriado da
eficiéncia dos equipamentos e detectores para oferecer maior sensibilidade e preciséo,
permitindo uma melhor separacdo e identificacdo das substancias, e assim obtendo
resultados mais confiaveis. Alguns destes métodos sdo os cromatograficos como o de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) e cromatografia gasosa (CG ou
GC). Estes reproduzem metodologias mais confiaveis acerca da separacédo e identificacdo
real das substancias analisadas (CUNHA-SANTOS et al., 2019).

Devido a existéncia de isdbmeros das vitaminas (que podem ndo ter atividade
bioldgica) e a sensibilidade das proprias vitaminas expostas a0 meio e ap6s o preparo dos
alimentos, faz-se necessaria a utilizacdo de métodos analiticos que distingam as
substancias com mais sensibilidade, analisando o contetdo real de vitaminas em nivel de
isdbmero (PENG et al., 2015; BOONPANGRAK et al., 2016; CUNHA-SANTOS et al.,
2019; MARSHALL et al., 2020).

Nesta Otica, tem-se a vitamina By como exemplo de grupo de substancias que,
apesar de semelhantes na atividade biologica, possuem sensibilidade a temperatura que
varia de uma substancia para a outra. A forma sintética, conhecida como acido folico, é
comumente adicionada aos alimentos pela sua maior resisténcia as temperaturas mais altas
e a luz quando comparada as suas formas encontradas naturalmente nas plantas (ex: 5-

metiltetrahidrofolato). Porém, quando a vitamina Bg € analisada em material vegetal é
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perceptivel que ha perdas quando o mesmo é submetido a tratamentos térmicos (DIAS et
al., 2016; PINELA et al., 2019; AZEVEDO et al., 2020).

Além de analisar fatores de degradacdo, novas pesquisas de analises
cromatograficas vém tomando foco nos substratos utilizados a fim de potencializar a
producdo de compostos nutricionais e bioativos em produtos fermentados. Em 2017, Laifio
et al. verificaram que a utilizacdo de leite fermentado por bactérias acido laticas do género
Lactobacillus e Streptococcus melhorou o teor de folatos na bebida fermentada, permitindo
ndo sé a reversdo de quadro de deficiéncia de folato em ratos, mas também prevenindo o

aparecimento da mesma.

A utilizacdo de alguns substratos em bebidas lacteas ja € conhecida, porém, ha
alguns anos, alternativas de origem vegetal também vém sendo estudadas para a producéo
de folatos a partir de bactérias acido laticas. Em um estudo realizado em 2015, Espirito-
Santo e colaboradores, utilizaram sucos de macd, uva e laranja como substrato de
fermentacdo de Lactobacillus e verificaram que o suco de maca proporcionou um melhor
desenvolvimento dos microrganismos, permitiu a producédo de folatos e foi melhor aceito
pela maioria dos provadores na andlise sensorial. Analises especificas como estas sdo

importantes para entender melhor os alimentos.

3.5.2 Composicéo fisico-quimica

Produtos alimenticios normalmente possuem matrizes complexas com estruturas
quimicas variadas que podem dificultar as analises de substancias. As analises
bromatoldgicas servem para garantir a seguranca alimentar, protecdo contra fraudes,

processamentos dos alimentos e conhecimento acerca dos mesmos (ULBERTH, F., 2020).

Partindo da premissa ancorada na hipotese de que o fermentado de kombucha (tanto
o liquido quanto o disco de celulose) € um produto alimenticio que vem ganhando
popularidade nestes Gltimos anos, muito interesse tem se voltado para estudos a cerca
destes probidticos. O entendimento sobre o teor de micronutrientes e perfil microbiolégico
(para confirmar a atividade probidtica na kombucha) sdo igualmente importantes a

compreensdo do teor de macronutrientes da kombucha (MAPA, 2019).

Estes dados podem nortear o valor nutritivo real da kombucha, auxiliando

profissionais da area de Nutricdo a trabalharem com os valores caloricos com mais
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exatiddo, os pesquisadores da area de alimentos que trabalham com a kombucha na sua
forma natural e também o fortalecimento da padronizacdo das caracteristicas da bebida
através de leis e instrucdes normativas (DAY, 2013; VITAS, 2018; MAPA, 2019;
ISPIROVA et al., 2020).

Analises fisico-quimicas também permitem que pesquisadores criem novos
produtos, potencializando os seus beneficios. Em 2015, Albuquerque et al. utilizaram
subproduto industrial de maracuja e frutooligossacarideos para estimular a producdo de
folatos e verificar o desenvolvimento de microrganismos em bebida de soja fermentada. O
estudo confirmou que houve aumento do teor de folatos na bebida que dependeu ndo s

dos microrganismos, mas também do tipo de substrato utilizado.

A kombucha é uma bebida promissora que vem sendo estudada cada vez mais.
Entender a sua composicdo de forma mais detalhada permite que as pessoas ndo sé
trabalhem com a bebida da melhor forma para potencializar os seus beneficios, mas que

novos produtos sejam elaborados.
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Disponibilidade de 5-metil-tetraidrofolato e potencial antioxidante de Kombucha de cha

verde (Camellia sinensis)
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RESUMO

Kombucha é uma bebida probidtica a base de cha das folhas de Camellia sinensis,
promissora e com crescente consumo mundial. No entanto, conhecimento acerca da sua
composicao ainda é limitado, em especial quanto aos micronutrientes. Diante do exposto, 0
presente estudo avaliou a disponibilidade de 5-metil-tetrahidrofolato e potencial
antioxidante, compostos fendlicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais e a
composicéo fisico-quimica de kombucha de cha verde (Camellia sinensis) durante 21 dias
de fermentacdo. Para as analises a kombucha foi monitorada nos dias 1, 3, 7, 14 e 21. 5-
metil-tetraidrofolato foi identificado e quantificado em cromatégrafo HPLC-DAD.
Carotenoides totais, flavonoides totais, fendlicos totais e atividade antioxidante total
(ABTS) foram avaliadas utilizando método colorimétrico em espectofotémetro. Para
caracterizacdo fisico-quimica foi avaliado umidade, cinzas, lipidios, pH, Aw, solidos
solveis, acidez titulavel e acucares totais A kombucha apresentou teores de 5-
metiltetraidrofolato de 39,12 + 1,32 ug/ mL no liquido e 45,78 + 8,42 ug/ mL no disco de
celulose no terceiro dia de fermentagdo e 50,87 + 3,56 ug/ mL no liquido e 54,88 + 3,89
pg/ mL no disco no vigesimo primeiro dia de fermentacdo. Teores de compostos fenolicos
totais na faixa de 1,05 £ 0 mg EAG/ mL (dia 1) até 1,94 + 0,01 mg EAG/ mL (dia 21)
foram encontrados na kombucha, com aumento de acordo com a prolongacdo da
fermentacdo até o dia 21. O disco de celulose apresentou valores ndo significativos para
fendlicos 0,09 + 0 mg EAG/ mL. Flavonoides totais ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo da fermentacdo, mantendo-se em torno de 0,07+ 0,00 mg EC/mL
durante todo o processo fermentativo. Carotenoides totais presentes tiveram uma queda
significativa com a progressdo da fermentacdo de 53,80 + 0,36 pg/100 mL no inicio para
24,69 * 0,70 pg/100 mL no final da fermentacdo. Os valores de umidade foram similares
durante o processo fermentativo com média do liquido e SCOBY de 93,06% * 0,57 e
92,33 + 0,59 respectivamente. A Aw para o liquido e SCOBY se manteve em 0,99 + 0,00 e
cinzas abaixo de 0,1% para o liquido e para 0 SCOBY sem diferencas significativas
durante o processo de fermentacdo. Valores de solidos soliveis para o liquido ficaram
entre 6,5 — 7,5 e os lipidios apresentados tiveram uma média igual a 0,3% + 0,12 e 0,6% =+
0,19 para o liquido e SCOBY respectivamente, ambos sem variacdo ao longo da
fermentagdo. No presente estudo, a acidez titulavel aumentou com o decorrer da

fermentacdo e os valores de pH cairam de 3,34 £ 0,01 no primeiro dia até 2,06 £ 0,10 no



42

ualtimo dia de fermentacdo. Os dados sobre 5-metiltetraidrofolato encontrados no estudo
sdo inéditos e de extrema relevancia para diretrizes alimentares, ciéncia e tecnologia de
alimentos, bem como para o consumo geral da populacdo uma vez que a kombucha agora
pode ser considerada fonte da vitamina. O estudo concluiu que o melhor tempo para
consumir a kombucha e obter 5-metiltetraidrofolato e os bioativos encontrados, é consumir
0 liquido entre os dias de fermentacdo 7 a 14 e sem adicdo de outros ingredientes

possivelmente oxidantes ou redutores.

Palavras-chave: Folatos, CLAE, Valor Nutritivo, Antioxidante.

ABSTRACT

Kombucha is a promising probiotic tea-based drink made from Camellia sinensis leaves,
with an increasing worldwide consumption. However, knowledge about its composition is
still scarce, especially when it comes to micronutrients. Given the above, the present study
evaluated the antioxidant potential, availability of 5-methyltetrahydrofolate, total phenolic
compounds, total flavonoids and total carotenoids and also the physicochemical
composition of green tea kombucha (Camellia sinensis) during fermentation. Green tea
kombucha was fermented for 21 days and analyzed on days 1, 3, 7, 14 and 21. The
analyses of the water-soluble vitamin were performed in an HPLC-DAD chromatograph,
total carotenoids, total flavonoids, total phenolics and total antioxidant activity (ABTS)
were evaluated using a colorimetric method in a spectrophotometer. For physico-chemical
characterization, moisture, ash, lipids, pH, Aw, soluble solids, titratable acidity and total
sugars were evaluated. The kombucha had concentrations of 5-methyltetrahydrofolate of
39.12 £ 1.32 pug / mL in the liquid and 45.78 £+ 8.42 ug / mL in the SCOBY on the third
day of fermentation and 50.87 + 3.56 pg / mL in the liquid and 54.88 + 3.89 pg / mL in the
SCOBY on the twenty-first day of fermentation. Total phenolic compounds contents
ranged from 1.05 £ 0 mg EAG / mL to 1.94 £ 0.01 mg EAG / mL in the kombucha liquid,
increasing as the fermentation continued until day 21. However, the cellulose-disk showed
non-significant values for total phenolic compounds, 0.09 £ 0 mg EAG / mL. Total
flavonoids did not show significant differences during the fermentation, remaining around
0.07 £ 0.00 mg EC / mL throughout the fermentation process. Total carotenoids had a
significant decrease as the fermentation progressed, going from 53.80 + 0.36 pg / 100 mL
at the beginning to 24.69 + 0.70 pg / 100 mL at the end of the fermentation. The humidity
values were similar throughout the fermentation process with an average of 93.06% + 0.57
and 92.33 £ 0.59 for the liquid and SCOBY respectively. Aw for both liquid and SCOBY
remained at 0.99 + 0.00 and ash found was below 0.1% for both throughout the
fermentation process. Values for total soluble solids for the liquid were between 6.5 - 7.5
and the lipids found during the whole fermentation process did not vary significantly, with
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an average equal to 0.3% * 0.12 and 0.6% =+ 0.19 for the liquid and SCOBY respectively.
In the present study, the titratable acidity increased with the course of the fermentation and
pH values dropped from 3.34 + 0.01 on the first day, to 2.06 + 0.10 on the last day of
fermentation. The information on 5-methyltetrahydrofolate found in the study is
unprecedented and highly relevant for food guidelines, food science and technology, as
well as for the general consumption of the population as kombucha can now be considered
a source of the vitamin. The study concluded that the best time to consume the kombucha
liquid and obtain 5-methyltetrahydrofolate and the bioactive compounds found on the
study, is between the days of fermentation 7 to 14 and without the addition of other
possibly oxidizing or reducing ingredients.

Keywords: Folates, HPLC, Nutritional VValue, Antioxidant.

1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida fermentada asiatica que tem como base o cha verde ou
preto (Camellia sinensis) onde a sua elaboracdo se da pela fermentacdo realizada por
leveduras e bactérias encontradas dispersas no liquido. Os microrganismos contidos na
bebida utilizam carboidratos para o processo fermentativo, bem como para a producéo de
um biofilme de celulose chamado de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast).
Como consequéncia dos processos metabdlicos, hd também a producdo de metabolicos
secundarios que possuem beneficios para o ser humano, como compostos fendlicos,
flavonoides, e compostos nutricionais (TROITINO, 2017; LIU et al., 2020).

Nas ultimas décadas do século XX, o consumo de kombucha tornou-se comum pela
popularizacdo dos possiveis beneficios da bebida fermentada. O cha (Camellia sinensis) ja
é conhecido por suas propriedades antioxidantes, no entanto a kombucha, fermentado do
cha, é sem ddvidas um produto que pode ter potencial funcional (SHARMA &
BHARDWAJ, 2019; AL-RAWAF et al., 2020; CARDOSO et al., 2020).

A atividade antioxidante da kombucha j& vem sendo estudada ha anos e estudos
recentes confirmam a presenca de substancias bioativas com potencial antioxidante na
bebida fermentada (AHMED et al., 2020). Além da atividade antioxidante um estudo de
2016 comprovou a eficiéncia da kombucha frente a doengas cardiovasculares e com

potencial protetor hepatico em animais. Hyun e colaboradores (2016) avaliaram a atividade
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da protecdo hepéatica em ratos submetidos a dietas que induziram a esteatose hepética e foi
confirmado que, fazendo uso de kombucha na dieta, 0s mesmos tiveram uma supressao de
lipidios no figado, prevenindo o acumulo excessivo de lipidios no figado.

A kombucha possui compostos nutricionais e bioativos benéficos para o ser
humano, no entanto alguns fatores que podem alterar a composi¢do do produto, muitas
vezes ndo tem sido considerados nas analises, como localizacdo geogréfica, tipo de
carboidrato usado na fermentacdo, tipo de insumo (chas diferentes) e dias e fermentacéo.
Existem diferentes tipos de kombucha no mundo e estas seguem cultivo em climas
diferentes, tendo composi¢des de substancias e caracterizagdo microbioldgica diferenciada
(PLESSAS et al., 2016; ZENG et al., 2017; VITAS et al., 2018).

O estudo da kombucha no Brasil é recente, mas sabe-se que existe diferenca de
composicdo fisico-quimica, potencial antioxidante e analise de vitaminas durante o periodo
de fermentacdo. Nesta perspectiva, 0 presente trabalho buscou analisar o teor de 5-
metiltetraidrofolato, teor de fendlicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais, a
composicdo fisico-quimica, e potencial antioxidante total da kombucha de cha verde

durante o periodo de fermentacédo de 21 dias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Amostras

As amostras de kombucha analisadas no presente trabalho foram obtidas através do
cultivo de forma artesanal do produto por consumidores locais. Este coletado para cultivo

da nova kombucha em laborat6rio em condic6es controladas.

2.1.2 Reagentes e padrao

Foram utilizados metanol (Merck®, Brasil), fosfato de potassio monobasico e acido
fosforico (Fluka®, Suica), todos em grau de pureza superior a 99% ou grau
cromatografico. Acetato de aménio e acetona (Vetec®, Brasil), trolox, acido galico, ABTS
e folin-ciocalteau (Sigma-Aldrich®, Alemanha), hidroxido de sodio, nitrito de sodio e

persulfato de potéssio (Neon®) todos em grau analitico.
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O padréo utilizado foi o 5-metiltetrahidrofolato (Sigma-Aldrich®, EUA) em grau
de pureza analitico (superior a 99%) para identificagéo e quantificacdo dos picos.

A agua utilizada no preparo de solucbes e fase mdvel foi obtida a partir de um
sistema de ultra purificacdo que apresentou 18MQ.cm em condutividade e Carbono

Orgéanico Total 10 ppb a 25°C.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo da kombucha para fermentacgéo

Para obtencdo do ché para a fermentagdo da kombucha utilizou-se folhas secas de
cha verde (Camellia sinensis), compradas a granel adquiridas no mercado cerealista
Empério Pura Vida, localizado no bairro Sdo José, em Recife — PE.

Em uma panela de aco inoxidavel previamente higienizada foram aquecidos 7,5 L
de agua filtrada até atingir a temperatura de 90 °C. Atingindo a temperatura, a fonte de
calor foi desligada e foram adicionados 75 g (1%) do cha verde desidratado em folhas para
realizacdo da infusdo durante 30 a 40 minutos. Apds, o cha foi filtrado com peneira e
foram adicionados e diluidos 600 g (8%) de acucar cristal comum como fonte de energia e
o ché adocado foi mantido na panela até atingir a temperatura ambiente local (25 °C).

Atingindo a temperatura ambiente, foram adicionados ao chd 1.500 mL (20%) de
col6nia viavel starter de kombucha artesanal (liquido com pelicula de celulose cortada em
pedacos de 2 cm3). O volume total foi dividido igualmente em 15 béqueres de volume
maximo de 2 L, cobertos com tecido voal previamente higienizado, mantidos em
laboratério fechado a temperatura ambiente de 22 a 25 °C e protegidos de incidéncia direta
luz e vento. Os chéas fermentados foram divididos e 3 grupos (A, B e C) para 5 tempos de
fermentacdo (1, 3, 7, 14 e 21) sendo as amostras coletadas para analise em triplicata nos

respectivos dias de fermentagéo.

2.2.2 Andlise de 5-metiltetraidrofolato por CLAE

5-metil-tetraidrofolato foi determinado em cromatdgrafo liquido (Shimadzu®,
Japdo), composto pelos seguintes modulos: sistema controlador modelo CBM-20A,
detector de arranjos de diodos (DAD) modelo SPD-20AV, bomba quaternaria modelo LC-
20 AT, forno para coluna modelo CTO-20AC, amostrador automatico modelo SIL-20AC.
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Todos os comandos foram realizados utilizando software LC Solution (versdo 1,25,
Shimadzu®, Japdo). As andlises desenvolvidas no Laboratério Multiusuario para
Caracterizacdo Quimica de Alimentos, Medicamentos e Suplementos Nutricionais
(CQAMOS) no Departamento de Nutricdo (DN) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

2.2.3 Preparo das solugdes padréo

O padrdo utilizado neste estudo foi mantido a -18°C. A solucdo estoque foi
preparada a partir de cada padr&o na concentracdo de 1000 mg.L™, usando 1 mL de NaOH
2% (m/v) e completando o volume com acetato de aménio 8 mmol.L™ pH 6,7. As soluges
de diluicdo foram preparadas a partir da solucdo estoque em diferentes concentragcdes e
mantidas & 4°C durante o desenvolvimento do estudo.

2.2.4 Protocolo de extracdo para analise cromatografica

Foram pesados em balanca analitica (Tecnal®) aproximadamente 4 g de amostra,
triturados e adicionados 20 mL da solucdo extratora de acetato de amdnio na concentracédo
50 mmol. L™, Em seguida, 0 conjunto amostra mais solucdo extratora foi agitado em
vortex (Fisatom®) durante um minuto. Os extratos foram submetidos a um tratamento em
banho termostatizado (Quimis®) a 40°C por 10 minutos. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas (Eppendorf 5810®) em rotacdo de 4500 rpm (5000 g) a uma
temperatura de 4 °C durante 15 minutos com subsequente filtragdo em membranas de
acetato de celulose de porosidade 0,45 um. A quantidade equivalente a 1 mL de cada
extrato foi novamente filtrada em membranas de fluoreto de polivinidileno de porosidade
0,22 um para o interior de frasco de vidro tipo vial que, em seguida, foi levado ao
cromatdgrafo (PAIVA et al., 2012).

A coluna cromatogréfica utilizada foi uma C;g 150 x 4,6 mm, com 5 um de
tamanho de particula (Allcrom Phenomenex). As solucbes da fase mével foram: tampéo
fosfato de potassio monobésico 0,1 mol.L™ pH 2,0 (misturas equimolares de &cido
fosforico e fosfato de potassio monobésico) (pHmetro Mettler toledo®) e metanol. Ambas
filtradas em filtros Millipore com 0,22 pm de didmetro. O fluxo da fase movel foi de 0,5
mL.min™* com injecBes de 20 pL por analise para padrdes e extratos.

A eluigdo ocorreu no modo isocratico, na proporcdo de 85:15 tampéo fosfato de

potassio:metanol (v/v) e com o tempo de corrida de 25 minutos. O comprimento de onda
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de varredura foi na faixa de 200-400 nm e para avaliagdo do composto o comprimento de
onda foi fixado em 280 nm (PAIVA et al., 2012).

2.2.5 Identificacdo e quantificagdo

A identificacdo dos picos foi realizada por similaridade espectral (recurso do
equipamento que permite a comparacdo dos espectros de padrdes e amostras), e por
comparacdo dos tempos de retengédo de padrbes e amostras.

A quantificagdo foi realizada por padronizacdo externa através da construgdo de
uma curva de calibracdo com 10 diferentes concentracées no intervalo de 0,05 ug.mL™ a
100 pg.mL™. As solucBes utilizadas para tracar a curva de calibracdo foram preparadas
individualmente por diluicdo das solucGes estoque em acetato de aménio (8 mmol) a partir
do padrdo individual.

O limite de quantificagdo (LQ) foi definido como a menor concentracdo do analito
que alcancou um sinal 10 vezes acima da linha de ruido (ICH, 1994), utilizando a equacao
1: LQ = (DP x 10) / IC. O limite de deteccdo (LD) foi definido como a menor concentracao
do analito que alcancar um sinal 3 vezes acima da linha de ruido (ICH, 1994), utilizando a
equacdo 2: LD = (DP x 3) / IC. DP ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo “y” de no

minimo trés curvas analiticas e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.

2.3 Preparo do material para determinacao da atividade antioxidante

Para quantificar o teor de compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante total (ABTS) do disco de celulose, inicialmente foi obtido um extrato em
triplicata. Para isso, 1g do disco de celulose foi pesado em um tubo falcon e 10 mL de
metanol a 80% foi adicionado, sendo posteriormente agitado por 30 segundos em vértex e
subsequentemente deixado em repouso na auséncia da luz por 24 horas. Apos, filtrou-se a
mistura e o extrato foi acondicionado em tubo falcon recoberto com papel aluminio para o

proseeguimento das analises.
2.3.1 Determinacdo dos compostos fenolicos totais

Os fendlicos totais foram determinados seguindo o método descrito por Liu e
colaboradores (2002) com modificagdes. Resumidamente, 250 pL (kombucha e do extrato
do disco de celulose) foram misturados com 1250 pL do reagente Folin-Ciocalteau 10%

em tubos de ensaio. As solugdes foram agitadas e armazenadas em temperatura ambiente
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(23 °C) na auséncia da luz por 6 minutos. Logo apos, foram adicionados 1000 pL da
solucéo de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao banho maria (Novatecnica®,
modelo NT232, Brasil) a uma temperatura de 50°C/5 min. Apos, a absorbancia foi medida

a 765 nm utilizando espectrofotdometro (BEL Photonics, Brasil).

Uma solugdo com a auséncia da kombucha e do extrato do disco de celulose foi
usada para zerar o espectrofotdbmetro. O contetdo de fendlicos totais foi determinado
utilizando uma curva padrdo preparada com acido galico e os resultados foram expressos
em mg equivalentes de &cido galico (EAG) por cem gramas de disco de celulose (mg
EAG/100 g) e por litro de kombucha (mg EAG/L).

2.3.2 Determinacéo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método descrito por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), no qual 0,5 mL (liquido kombucha e do extrato
de disco de celulose) foram adicionados a 2 mL de agua destilada em tubo de ensaio. Em
seguida, adicionou-se a mistura 150 pL de nitrito de sodio a 5%. Depois de 5 min, 150 pL
de cloreto de aluminio a 10% também foram adicionados. Apds 6 min, foram inseridos 1
mL de hidroxido de sodio a 1 M, e 1,2 mL de agua destilada. A absorbancia das amostras
foi medida a 510 nm. Uma solugdo com auséncia dos extratos foi preparada. O teor de
flavonoides totais foi determinado por curva padrdo de equivalentes de catequina e 0s
resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por cem gramas de

disco de celulose (mg EC/100g) e por litro de liquido de kombucha (mg EC/L).
2.3.3 Determinacéo de carotenoides totais

Para determinacdo de carotenoides totais, utilizou-se a metodologia empregada por
Lichtenthaler e Buschmann (2001). Uma aliquota de 1 mL da kombucha foi pipetada em
tubos de ensaio envoltos com papel aluminio. Adicionaram-se 10 mL de acetona em cada
tubo e agitou-se por 30 segundos em agitador de tubos (modelo AP56, Phoenix Luferco,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, filtrou-se em papel filtro qualitativo (40
Whatman®, 125mm). A amostra foi lida em espectrofotbmetro (BEL Photonics) nos
comprimentos de onda de 470 nm, 645 nm e 662 nm, contra 0 branco constituido de
acetona. Os valores de carotenoides totais foram calculados utilizando as formulas abaixo e
expressos em g/100 mL de kombucha.

Capg mu) = 11,24 p662-2,04 p645
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Cbg mu) = 20,13 a645-4,19a662

Cug/ mL) = (1000a470-1,90Ca-63,14Ch)214

2.3.4 Atividade antioxidante total por ABTS

A atividade antioxidante (liquido da kombucha e extrato disco de celulose) foi
determinada pelo ensaio ABTS segundo a metodologia de Surveswaran e colaboradores
(2007) com modificagbes. O reagente ABTS (7 mM) foi misturado com persulfato de
potassio (140 mM) e incubado a temperatura de 25 °C, no escuro por 16 horas para
formacéo do radical livre. Apdés, o radical foi diluido em agua destilada até a absorbancia
de 0,800 (+0,020) a 734 nm. Posteirormente 100 uL liquido da kombucha e extrato de
disco de celulose foram adicionados a 500 pL do radical ABTS em ambiente escuro. Apds
IS0, 0s tubos de ensaio foram mantidos na auséncia de luz por 6 minutos e em seguida,
realizou-se a leitura a 734 nm em espectrofotémetro (BEL Photonics, Brasil). Foi feita uma
solugdo “controle” com uma aliquota de 100 uL do solvente extrator dos extratos
adicionada de 500 pL do radical ABTS. O solvente extrator foi utilizado para zerar o
espectrofotometro. Como referéncia, foi utilizado o Trolox e os resultados expressos em

UM trolox/g extrato de disco de celulose e uM trolox/mL de kombucha.
2.4 Caracterizacgdo Fisico-Quimica

Para o teor de umidade e cinzas utilizaram-se os procedimentos descritos pela
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) (AOAC, 2016). O teor de lipideos
foi determinado segundo metodologia de Folch, Less e Sloane-Stanley (1957). A analise de
pH, atividade de agua, solidos sollveis totais (°Brix), acidez e acucares totais foram
realizadas conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (2008) utilizando
pHmetro (GEHAKA, modelo PG1800, Sdo Paulo - SP, Brasil), Aqualab (DECAGON,
modelo AQUALAB 4TE, USA), refratdbmetro portétil (LORBEN, Sao Paulo - SP, Brasil) e
titulacdo com hidrdxido de sodio.

2.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados através da ANOVA, apds os testes de homogeneidade de
variancias (Bartlett’s) e normalidade (Shapiro-Wilk). Os tratamentos que apresentaram
diferencas significativas (o= 0,05) em relacdo a homogeneidade de variancia foram

analisados com o teste de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o teste de Tukey a posteriori para a
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ANOVA paramétrica e Dunn a posteriori para o Kruskal-Wallis, para verificar diferencas

entre as amostras.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de 5-metiltetraidrofolato

Os cromatogramas (fig. 1 e 3) apresentam o perfil das substancias separadas no
liquido e disco de celulose (fig. 2 e 4) da kombucha. O segundo pico das analises € relativo
ao 5-metiltetrahidrofolato (4,48 min). Outros picos que aparecem na analise possuem
similaridade acima de 80% com 0 nosso banco espectral para 5 formas de folatos, porém a
indisponibilidade de padrdo para analise comparativa ndo permitiu que houvesse
confirmacéo das substancias.

Figura 1 — Cromatograma do liquido da kombucha de cha verde fermentada por 3 dias.

\ Fermentacéo 3 de trés dias \
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Fonte: Autoria Propria.
Condigbes cromatograficas: coluna cromatografica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 pm de tamanho de particula
(Allcrom Phenomenex), por eluigdo isocratica utilizando tampéo fosfato de potassio monobasico 0,1 mol.L-1
(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase mével (v/v) com inje¢Bes de 20 uL por anélise, fluxo de 0.5 mL/min-1

e deteccdo por UV por comprimento de onda em 280 nm.

Figura 2 — Cromatograma do disco de celulose da kombucha de ché verde fermentada por
3 dias.
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Fermentacéo disco 3 dias \
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Fonte: Autoria Prdpria.
CondicGes cromatograficas: coluna cromatogréafica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 um de tamanho de particula
(Allcrom Phenomenex), por eluigdo isocrética utilizando tampéo fosfato de potassio monobésico 0,1 mol.L-1
(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase mdvel (v/v)com injecdes de 20 pL por anélise, fluxo de 0.5 mL/min-1

e deteccéo por UV por comprimento de onda em 280 nm.

Figura 3 — Cromatograma do liquido da kombucha de cha verde fermentada por 21 dias.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Condig8es cromatograficas: coluna cromatografica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 pm de tamanho de particula
(Allcrom Phenomenex), por eluicdo isocratica utilizando tampéo fosfato de potassio monaobasico 0,1 mol.L-1
(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase movel (v/v)com injecdes de 20 pL por analise, fluxo de 0.5 mL/min-1

e deteccdo por UV por comprimento de onda em 280 nm

Figura 4 — Cromatograma do disco de celulose da kombucha de cha verde fermentada por
21 dias.
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Fonte: Autoria Prdpria.
CondicGes cromatograficas: coluna cromatogréafica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 um de tamanho de particula
(Allcrom Phenomenex), por eluigdo isocratica utilizando tampédo fosfato de potassio monaobasico 0,1 mol.L-1
(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase mdvel (v/v)com inje¢des de 20 pL por analise, fluxo de 0.5 mL/min-1

e deteccdo por UV por comprimento de onda em 280 nm.

No tempo de retencdo de 4,48 minutos a similaridade espectral foi de 99% para o
padrdo de 5-metiltetrahidrofolato durante o desenvolvimento do método. Para os
cromatogramas referentes ao liquido e ao disco de celulose na kombucha o tempo de
retencdo para o 5-metiltetrahidrofolato foi de 4,51 minutos.

A tabela a seguir é referente aos parametros de analise quantitativa e qualitativa dos
teores de 5-metiltetraidrofolato em kombucha de cha verde fermentada nos dias 3 e 21 no
disco de celulose.
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Tabela 1 — Teor de 5-metiltetraidrofolato no liquido e disco de celulose de kombucha nos
dias de fermentacédo 3 e 21 e pardmetros do metodo analitico.

Concentragio de 5-metiltetraidrofolato (pug /ml)

3 dias caldo 39,12 £1,32 pg/mL
3 dias disco de celulose 45,78 + 8,42 pg /mL
21 dias caldo 50,87 £ 3,56 ug /mL
21 dias disco de celulose 54,88 + 3,89 ug /mL
Limite de detecgao (LD) 18,16 pg /mL

Limite de quantificagdo (LQ) 55,03 pug /mL

Coeficiente Linear (R) 0,9942

Curva de calibragao Y= 19772x+50416

No presente estudo foi verificado que a concentracdo de 5-metiltetrahidrofolato no
terceiro dia de fermentagdo do liquido e disco de celulose foi de 39,12 + 1,32 pug/mL e
45,78 + 8,42 pg/mL, respectivamente. E perceptivel que o teor de 5-metiltetrahidrofolato
aumentou no periodo de fermentacéo.

O liquido da kombucha apresentou 50,87 + 3,56 pg/mL e o disco de celulose 54,88
+ 3,89 pug/mL no vigésimo primeiro dia da fermentacdo como pode ser visto na tabela 1.
No ultimo dia de fermentagdo, o liquido apresentou aumento de 30,03% de teor de folatos
em relacdo ao terceiro dia de fermentacdo e o disco de celulose teve um aumento de
19,8%.

O metabolismo dos folatos no corpo humano tem grande importancia na sintese de
acidos nucleicos, regeneracdo de metionina, prevencdo de doengas cardiovasculares e
defeitos neurologicos em fetos, entre outras fungdes conhecidas. Folatos dietéticos existem
primariamente na forma de poliglutamato, mas estes ndo passam pela membrana celular
devido ao tamanho da molécula. O poliglutamato é entdo hidrolisado no intestino delgado
podendo entdo ser absorvido e transformado nas suas formas ativas (folil-poliglutamatos,
tetraidrofolatos, H2-folatos) para utilizacdo nos processos metabdlicos. Nessa perspectiva,

os beneficios obtidos a partir do consumo da kombucha se mostram proveitosos uma vez
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que a mesma oferece a substancia na forma normalmente encontrada no nosso organismo,
em seu estado mais biodisponivel e bioativo (DIAS et al., 2016).

A Food and Nutrition Board (1998) recomendam consumo de cerca de 400
microgramas diarios de acido folico (especialmente mulheres gravidas). Isso previne
problemas cardiovasculares, anemia e defeitos do tubo neural de bebés. Até entdo, ndo ha
evidéncias cientificas comprovando que ch& fermentado de kombucha possui folatos,
menos ainda evidéncias que 0 seu teor tem um aumento com o passar da fermentacao
(DIAS et al., 2016).

Os resultados do estudo atual mostram que, em 200 mL de kombucha, pode ser
encontrada uma média de 7.824 pg e 10.174 ug de 5-metiltetraidrofolato para os dias de
fermentacdo 3 e 21 respectivamente, valores estes que superam a necessidade diaria de
consumo de vitamina B9.

A informagdo sobre a presenca de vitamina B9 em kombucha é sem precedentes e,
em relagdo ao estudo de 5-metiltetraidrofolato em kombucha, os achados do presente
estudo sdo inéditos. A relevancia agora dada a bebida fermentada € outra, uma vez que a
partir deste momento a mesma pode ser considerada fonte de folatos e ndo s introduzida

na alimentacdo diaria, mas estudada nas suas formas de preparo.

3.2 Fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides totais

A tabela 2 apresenta a concentracdo aos compostos bioativos (compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides) analisados no liquido da kombucha de cha verde nos dias de
fermentagdo 1, 3, 7, 14 e 21 e no disco de celulose no 21° dia de fermentag&o.

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides totais em liquido de

kombucha fermentadas nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 e dia 21° no disco de celulose.

Tempo de Fermentacao (dias)

Anélise 1 3 7 14 21 SCOBY
Fendlicos
Totais 1,05+0° 1,08 +0° 124+0% 1,86+ 0,02 1,94+0,02% 0,09+0
mg EAG/mL
Flavonoides
Totais 0,07 £0,00% 0,07 +0,00® 0,07+0%® 0,07+0%® 0,06 +0,00° 0,000
mg EC/mL
Carotenoides
Totais
1g/100 mL 53,80 +0,36% 46,26 +3,12% 40,93 +0,89% 26,61 + 0,69 24,69 + 0,69 ND

EAG = Equivalente de &cido galico. EC = Equivalente de catequina. ND = N&o detectado.
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O teor de compostos fenolicos totais encontrados no presente estudo foi proximo ao
encontrado por Cardoso e colaboradores (2020) para cha preto, 1,09 mg GAE/mL.
Primordialmente, o cha preto costuma possuir um teor mais elevado de polifendis quando
comparado ao cha verde e isso se da pelo processamento das folhas da Camellia sinensis.
Na producéo de ché preto, as folhas sdo sujeitas ao processamento que estimula a atividade
de polifenoloxidases, alterando ndo sé a coloracdo do produto, mas oxidando catequinas,
levando a formacdo de teaflavinas e tearubiginas, fendlicos predominantes no cha preto
(CARDOSO et al., 2020).

Contudo, a metodologia usada na formulacdo (adicdo de 20% de kombucha +
SCOBY adicionados ao meio de cultura), valor superior ao estudo de Cardoso e
colaboradores (13%), e forneceu um namero maior de colbnias viaveis de microrganismos,
favorecendo a atividade de microrganismos no meio de cultura, especialmente de leveduras
produtoras de enzimas responsaveis pela transformacao de polimeros de polifendis em suas
formas mais livres, aumentando inclusive a sua disponibilidade. Isso possivelmente explica
0 aumento na producdo de compostos fendlicos verificados. De modo geral, o teor de
fenois totais no presente estudo apresentou diferenca significativa (p<0,0001) com o0s
tempos de 1 a 7 dias apresentando valores significativamente menores que os dias 14 e 21
(Dunn, p<0.01). Em outros termos, quanto maior o tempo de fermenta¢do, maior o teor de
compostos fenolicos presentes no fermentado.

Os valores encontrados para flavonoides totais apresentacao diferenca significativa
apenas entre os tempos 1 e 21 de fermentacdo (p=0,003) como visto na Tabela 2. Os
valores encontrados sdo superiores aos encontrados anteriormente em kombucha de cha
com flor de milef6lio por Vitas e colaboradores (2018) e pelo estudo de kombucha com
cogumelo feito por Sknepnek e colaboradores (2020). N&o obstante, nos estudos anteriores
e no atual, foi concluido que houve perda de flavonoides com a continuacdo da
fermentacdo. A planta em seu estado natural e integral possui um quantitativo maior de
flavonoides e essa diminui¢do sugere que houve perda com a fermentacdo, sendo a maior
perda no ultimo dia de fermentacdo (VITAS et al., 2018).

Leveduras séo conhecidas pela producdo de compostos bioativos e alguns destes
séo os carotenoides. Estudos como os citados por Sinir e colaboradores (2019), indicam a
existéncia de carotenoides em produtos como kombucha, bem como Rai e colaboradores

(2019), cita os carotenoides como sendo parte dos metabolitos produzidos pela
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fermentacdo de leveduras. No presente estudo, houve diferenca significativa (p<0,0001),
no teor de carotenoides encontrado nos diferentes tempos de fermentacdo (Tabela 2). Os
tempos 1 a 7 dias de fermentacdo foram significativamente maiores que os tempos de 14 e
21, porém o teor de carotenoides do dia de fermentacdo 7 ndo foi significativamente
diferente de nenhum outro tratamento (Dunn, p<0,01). Assim como nos flavonoides,
também é perceptivel a queda no contelldo de carotenoides com a continuagdo da
fermentacdo até o ultimo dia. Isso é explicado pela baixa do pH causado pela fermentacéo,
bem como a presenca de &cidos organicos que favorecem a degradacéo dos carotenoides
(SINIR et al., 2019).

De acordo com Amancio (2012), o consumo de carotenoides do brasileiro médio se
encontra abaixo dos valores recomendados para ter saude, sendo 4.117 microgramas,
quando deveria ser por volta de 9.000 a 18.000 microgramas por dia. A correcdo desse
déficit de carotenoides pode ser realizada pelo consumo de vegetais de facil acesso para a
maioria dos brasileiros como cenoura, manga, tomate (principalmente coccionado) e
complementada pelo consumo diario de doses de kombucha (Tabela 2), podendo ser
subsequentemente fermentadas com extratos vegetais que agreguem mais carotenoides a
bebida. O estudo atual mostra que o consumo de 200 mL de kombucha fermentada por 7
dias fornece 8.186 g de carotenoides totais, valor que auxilia a atingir a necessidade de

consumo diério.

3.3 Antioxidantes

O estudo obteve valores significativos de potencial antioxidante na bebida avaliada
(Figura 5) que aumentou & medida que a fermentagdo continuou até o dia 14. No dia 21 foi
vista uma queda deste parametro. Além da capacidade antioxidante ser afetada pela
temperatura e tempo de fermentacdo, o pH tem influéncia na degradacdo de alguns
compostos antioxidantes como 0s carotenoides, possivel razdo para explicar a queda da
atividade antioxidante (CARDOSO et al., 2020).

A atividade antioxidante do cha de kombucha fermentado aumenta a medida que o
tempo da fermentacdo avanca uma vez que € também evidenciado um aumento de
compostos fenolicos e flavonoides — antioxidantes. A propriedade antioxidante da
kombucha também estd atrelada a outros compostos sintetizados na bebida tais quais
acidos organicos como o acido glucurénico e acido ascérbico (MALBASA et al., 2011;
CABRAL et al., 2017).
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Figura 5 — Valores de atividade antioxidante avaliada por radical ABTS por dia de

fermentacao
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Letras iguais indicam ndo haver diferencas significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentacéo
estudados.
3.4 Andlises fisico-quimicas
Foram encontrados valores de pH que reduziram com a prolongacdo dos dias de
fermentacéo (1, 3, 7, 14 e 21) 3,34 £ 0,00 (1), 3,07 + 0,01 (3), 3,07 £ 0,00 (7) € 2,97 + 0,08
(14), 2,06 + 0,10 (21)., valor similar ao de Villarreal-Soto e colaboradores (2019) com
média estavel de pH de 2,7 em 15 dias de fermentacdo. Assim como o estudo atual, Xia e
colaboradores (2019) e Villarreal-Soto e colaboradores analisaram kombucha de ché verde
e preto e verificaram a reducdo do pH e 0 aumento na acidez titulavel da kombucha com o
aumento do tempo de fermentacéo.
O maior tempo de fermentacdo da kombucha tem impacto direto com o aumento da
atividade dos microrganismos laticos e acéticos, consumo de substrato para produzir
energia e consequente producdo de metabdlicos secundarios. Parte desses metabolicos é

composta por acidos organicos como acido latico, acido glucurénico e principalmente
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acido acético. A producdo destes &cidos no meio torna o pH da bebida mais baixo e, a
depender do valor encontrado, aumenta a seguranga microbioldgica da bebida (CARDOSO
et al., 2020).

Outros parametros de caraterizacdo da kombucha mantiveram-se estaveis durante
todo o processo de fermentagcdo como Aw 0,99 + 0,00 e 0,99 £ 0,01 para o liquido e disco
de celulose respectivamente e valores de umidade com média do liquido e SCOBY de

93,06% = 0,57 e 92,33 + 0,59 respectivamente durante todo o processo fermentativo.

Figura 6 — Valores de extrato seco por dia de fermentacao.
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Letras iguais indicam ndo haver diferencas significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentagéo

estudados.

O extrato seco aumentou significativamente do dia um para o dia trés, depois
diminuiu significativamente novamente até os dias 14 e 21, que ndo foram diferentes entre
Si.

Os teores de cinzas permaneceram abaixo de 0,1% durante todos os tempos de
fermentacdo, com uma media de 0,03% =+ 0,02 no liquido e 0,02% + 0,01 no SCOBY. A
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acidez titulavel apresentou um aumento ao longo da continuacdo da fermentagdo. No
presente estudo, a acidez titulavel foi de 0,27 + 0,00 para 0,35 + 0,01; 0,46 + 0,02; 0,82 +
0,12 e 1,17 £ 0,17 nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 respectivamente e 1,38 + 0,01 para o disco de
celulose. Valores dentro dos conformes quando hd um aumento dos acidos organicos

sintetizados pelos microrganismos.

Figura 7 — Valores de lipidios por dia de fermentacéo.
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Letras iguais indicam ndo haver diferencas significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentacéo

estudados.

Os lipidios ndo apresentaram muita variacdo ao longo do tempo. Apenas o dia 7
apresentou concentragdo de lipidios significativamente menor que o dia 21 (p<0,001).

A analise de lipidios apresentou uma porcentagem meédia geral de 0,3% + 0,12 de
lipidios no liquido da kombucha e 0,6% % 0,19 no disco de celulose da mesma (XIA et al.
2019, AHMED et al., 2020; CARDOSO et al., 2020).

Figura 8 — Valores de cinzas por dia de fermentacao.
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Letras iguais indicam ndo haver diferencas significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentacdo
estudados.

De modo geral, a quantidade de cinzas foi significativamente maior no dia 21 em
relacdo aos dias 1, 7 e 14.

4. CONCLUSAO

Os dados encontrados no presente estudo sdo inéditos, sem precedentes e de
extrema relevancia para diretrizes de nutricdo humana e para o entendimento da melhor
forma de consumo da kombucha. A kombucha de cha verde fermentado se mostrou uma
fonte promissora de 5-metiltetrahidrofolato, uma vez que a vitamina foi encontrada em
quantidades significativas na bebida e o teor da mesma aumentou durante a fermentacao.
Enquanto isso, o teor de compostos fendlicos aumentou nos dias 14 e 21, e foi perceptivel
uma diminuicdo dos flavonoides no dia 21 e de carotenoides nos dias 14 e 21. A
fermentagdo prolongada levou a diminui¢do do teor de alguns compostos bioativos, bem

como leva ao aumento de &cidos organicos como 0 acético que comprometem a aceitacao
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do sabor por consumidores. Os valores encontrados no presente estudo sugerem que o
tempo de fermentacdo ideal para obtencdo dos beneficios nutricionais é a partir de 7 dias
até 14 dias. Também deve ser levada em consideracdo a clivagem dos folatos na presenca
de oxidantes e redutores. Desta forma, a partir do consumo da kombucha sem adi¢do de
outros ingredientes, as pessoas podem se beneficiar dos teores de 5-metiltetraidrofolato e
compostos bioativos da bebida, mantendo ainda a qualidade sensorial e seguranca de

consumo em relacédo a acidez da bebida.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHMED, R. F.,; HIKAL, M. S.; ABOU-TALEB, K. A. Biological, chemical and

antioxidant activities of different types Kombucha. Annals of Agricultural Sciences, 2020.

AL-RAWAF, H. A.; ALGHADIR, A. H.; GABR, S. A. Circulating microRNAs expression
as predictors of clinical response in rheumatoid patients treated with green tea. Herbal
Medicine, 2020.

AMANCIO, R. D.; Consumo de Carotenoides no Brasil: a contribuicdo da alimentacao
for a do domicilio. Dissertacdo de Mestrado, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, p.
116, 2012.

ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS - AOAC. Official
methods of analysis of the Association Analytical Chemists. 20.ed. Gaithersburg:
Maryland, 2016.

CABRAL, B. D. V.; PEREZ, M. L.; INFANTE, J. A. G.; JIMENEZ, M. R. M.; LAREDO,
R.F. G.; QUINONES, J. G. R.; GOMEZ, C. I. G.; GUZMAN, N. E. R. Oak kombucha
protects against oxidative stress and inflammatory processes. Chemico-Biological
Interactions, 272, p. 1 -9, 2017.

CARDOSO, R. R.; NETO, R. O.; D’ALMEIDA, T. S.; NASCIMENTO, T. P.;
PRESSETE, C. G.; AZEVEDO, L.; MARTINO, H. S. D.; CAMERON, L. C;
FERREIRA, M. S. L.; BARROS, F. A. R. Kombuchas from green and black teas have



62

different phenolic profile, which impacts their antioxidant capacities, antibacterial and
antiproliferative activities. Food Research International, vol. 128, 2020.

DIAS, M. |.; MORALES, P.; BARREIRA, J. C. M.; OLIVEIRA, M. B. P. P.; SANCHEZ-
MATA, M. C.; FERREIRA, I. C. F. R. Minerals and vitamin By in dried plants vs.
infusions: Assessing absorption dynamics of minerals by membrane dialysis tandem in

vitro digestion. Food Bioscience, p. 9-14, 2016.

FOLCH, J., LESS, M., SLOANE-STANLEY, G. H. A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. Journal of Biological Chemistry, v. 226, n.
1, p. 497-509, 1957.

HYUN, J.; LEE, Y.; WANG, S.; KIM, J.; KIM, J.; CHA, J.; SEO, Y.; JUNG, Y.
Kombucha Tea Prevents Obese ice from Developing Hepatic Steatosis and Liver Damage.
Food Science and Biotechnology, vol . 25, 861 — 866, 2016.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ - IAL. Métodos Fisico-Quimicos para Analise de
Alimentos. 4.ed. Séo Paulo: Secretaria de Estado da Saude, 2008. 320 p.

LICHTENTHALER, H. K., BUSCHMANN, C. Chlorophylls and carotenoids:
Measurement and characterization by UV-VIS spectroscopy. Current protocols in food
analytical chemistry, v. 1, p. F4-3, 2001.

LIU, M.; LI, X. Q.; WEBER, C.; LEE, C. Y.; BROWN, J.; LIU, R. H. Antioxidant and
antiproliferative activities of raspberries. J. Agric. Food Chem. v. 50, 29262930, 2002.

LIU, Y.; ZHAO, G.; SHEN, Q.; WU, Q.; ZHUANG, J.; ZHANG, X.; XIA, E.; ZHANG,
Z.; QIAN, Y.; GAOQ, L.; XIA, T. Comparative analysis of phenolic compound metabolism
among tea plants in the section Thea of the genus Camellia. Food Research International,
2020.

MALBASA, R. V.; LONCAR, E. S.; VITAS, J. S.; CANADANOVIC-BRUNET, J. M.
Influence of starter cultures on the antioxidant activity of kombucha beverage. Food
Chemistry, 127(4), 1727-1731, 2011.



63

PITKIN, R. M. Dietary Reference Intakes for Thiamin, Riboflavin, Niacin, Vitamin B6,
Folate, Vitamin B12, Pantothenic Acid, Biotin, and Choline. Briefing Publico, Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 1998.

PLESSAS, S.; NOUSKA, C.; MANTZOURANI, I.; KOURKOUTAS, Y ;
ALEXOPOULGQOS,A.; BEZIRTZOGLOU, E. Microbiological Exploration of Different
Types of Kefir Grains. Fermentation, v. 3, 2017.

RAI A. K.; PANDEY, A.; SAHOO, D. Biotechnological potential of yeasts in functional
food industry. Trends in Food Science and Technology, vol. 83, 129 — 137, 2019.

RIZZON, L. A. Metodologia para analise de vinho. Embrapa Informacéo Tecnoldgica.
Brasilia, DF, 2010.

SHARMA, C.; BHARDWAJ, N. Biotransformation of fermented black tea into bacterial
nanocellulose via symbiotic interplay of microorganisms. International Journal of
Biological Macromolecules, vol. 132, 166 — 177, 2019.

SINIR, G. O.; TAMER, C. E.; SUNA, S. 10 — Kombucha Tea: A Promising Fermented
Functional Beverage. Fermented Beverages, vol. 5, 401 — 432, 2019.

SKNEPNEK, A.; TOMIC, S.; MILETIC, D.; LEVIC, S.; COLIC, M.; NEDOVIC, V.;
NIKSIC, M. Fermentation characterristics of novel Coriolous versicolor and Lentinus
edodes kombucha beverages and immunomodulatory potential of their polysaccharide
extracts. Food Chemistry, 128344, 2020.

SURVESWARAN, S.; CAI, Y. Z.; CORKE, H.; SUN, M. Systematic evaluation of natural
phenolic antioxidants from 133 Indian medicinal plants. Food Chemistry, v. 102, n. 3, p.
938-953, 2007.

TROITINO, C. Kombucha 101: Demystifying The Past, Present and Future of Fermented
Tea Drink. Forbes, 2017. Disponivel em: <
https://www.forbes.com/sites/christinatroitino/2017/02/01/kombucha-101-demystifying-the-past-
present-and-future-of-the-fermented-tea-drink/#5709ec944ae2>. Acesso em: 17 fev. 2020.



64

VITAS, J. S.; CVETANOVIC, A. D.; MASKOVIC, P. Z.; SVARC-GAJIC, J. V,;
MALBASA, R. V. Chemical composition and biological activity of novel types of

kombucha beverage with yarrow. Journal of Functional Foods, vol. 44, 95 — 102, 2018.

XIA, X.; DAL Y.; WU, H.; LIU, X.; WANG, Y.; YIN, L. WANG, Z; LI, X.; ZHOU, J.
Kombucha fermentation enhances the health-promoting properties of soymilk beverage.

Journal of Functional Foods, vol. 62, 2019.

ZENG, L.; ZHOU, Y.; FU, X.; MEI, X.; CHENG, S.; GUI, J.; DONG, F.; TANG, J.; MA,
S.; YANG, Z. Does oolong tea (Camellia sinensis) made from a combination of leaf and
stem smell more aromatic then leaf-only tea? Contribution of the stem to oolong tea
aroma. Food Chemistry, vol. 237, 488 — 498, 2017.

ZHISHEN, J.; MENGCHENG, T.; JIANMING, W. The determination of flavonoid
contents in mulberry and their scavenging effects on superoxide radicals. Food Chemistry.
V. 64, n. 4, p. 555 — 559, 1999.



	50fa681ad4d69f77abd7338222c15d93d9438a47321559b9eddfed9df30025aa.pdf
	09f9dcaeeeaa19ee6f09bd3356a1e8eef0f8807e8745b65a3c4bdf00abd80b3b.pdf
	50fa681ad4d69f77abd7338222c15d93d9438a47321559b9eddfed9df30025aa.pdf

