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SIMAO, Marco Tulio. Analise de metabélitos em kombuchas caseiras e
comerciais por meio de Ressonancia Magnética Nuclear. 2023. Numero total de
folhas. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao em Licenciatura em Quimica) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia - MG, 2023.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar por meio de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) os metabdlitos formados em amostras de kombucha caseira e comercial
ambas preparadas a partir de um mesmo substrato inicial, cha verde, porém as
amostras comerciais de diferentes sabores, sendo eles: uva branca, limdo com
gengibre, morango com hibisco, capim limao e maracuja com acgafrao e a caseira de
um unico sabor, capim limdo. Os estudos dos metabdlitos foram precedidos por
estudos da proporgao entre a amostra e o solvente e estudo do experimento de
supressao para otimizar a obtencao de picos de maior intensidade e qualidade nos
espectros de RMN e assim poder discuti-los. As particularidades de cada amostra
foram confrontadas a fim de entender as diferencas existentes entre os metabdlitos
encontrados, diferengas essas como quantidade de agucares, acido acético, etanol,
capacidade antioxidante. Os resultados indicaram variagdes sutis nos metabdlitos
entre as kombuchas, tanto entre os sabores comerciais, quanto entre a amostra
comercial e a caseira, o que pode ser explicado pelo fato do produto utilizado para
saborizar ja trazer consigo metabdlitos inerentes da sua natureza, porém destaca-se
uma significante diferen¢a nos picos de etanol e acido acético que se mostram mais
expressivos na amostra comercial do que na amostra caseira, 0 que aliado a uma
menor intensidade nos picos dos agucares de maneira geral, indica que 0 processo
fermentativo comercial se da por mais tempo que o utilizado no processo caseiro.
Esses achados contribuem para o conhecimento sobre a composi¢cdo quimica das
kombuchas uma vez que apesar da grande disseminag¢ao da bebida, pouco se sabe
com certeza sobre suas capacidades quimicas e probidticas.

Palavras-chave: Kombucha; RMN; Metabdlitos.



SIMAO, Marco Tulio. Analysis of metabolites in homemade and commercial
kombucha using Nuclear Magnetic Resonance. 2023. Numero total de folhas.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagdo em Licenciatura em Quimica) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia - MG, 2023.

ABSTRACT

This work aimed to analyze, by means of Nuclear Magnetic Resonance (NMR), the
metabolites formed in samples of homemade and commercial kombucha, both
prepared from the same initial substrate, green tea, but commercial samples of
different flavors, namely: grape white, lemon with ginger, strawberry with hibiscus,
lemongrass and passion fruit with saffron and the homemade one with a single flavor,
lemongrass. The studies of the metabolites were preceded by studies of the proportion
between the sample and the solvent and the study of the suppression experiment to
optimize the obtaining of peaks of greater intensity and quality in the NMR spectra and
thus be able to discuss them. The particularities of each sample were confronted in
order to understand the existing differences between the metabolites found,
differences such as the amount of sugars, acetic acid, ethanol, antioxidant capacity.
The results indicated subtle variations in the metabolites between the kombuchas, both
between the commercial flavors and between the commercial and homemade
samples, which can be explained by the fact that the product used for flavoring already
brings with it metabolites inherent in its nature, however it stands out. if a significant
difference in the peaks of ethanol and acetic acid that are more expressive in the
commercial sample than in the homemade sample, which together with a lower
intensity in the peaks of sugars in general, indicates that the commercial fermentation
process takes place for more time than that used in the homemade process. These
findings contribute to the knowledge about the chemical composition of kombuchas
since, despite the wide dissemination of the drink, little is known with certainty about
its chemical and probiotic capabilities.

Key-words: Kombucha; RMN; Metabolites.
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1. Introdugao

O kombucha, bebida milenar que ganhou popularidade em grupos de vida
saudavel como uma alternativa ao refrigerante comercial, se trata de um fermentado
originalmente produzido a partir da infusdo de folhas da espécie Camellia sinensis,
podendo ou n&o conter teor alcodlico e ser consumido puro ou saborizado. O processo
fermentativo é efetuado em duas etapas por uma cultura simbidtica de leveduras e
bactérias denominada Scoby (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast ou do
portugués Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras), sendo uma etapa alcodlica e
outra acética, o que concede sabor acido de aromas variados e baixo teor caldrico.
Apesar de ganhado o gosto popular pela relativa facilidade de preparo e consumo
despretensioso, a bebida possui limites baixos e pouco conhecidos de doses diarias,
assim como legislagéo proépria para padrao de identidade e qualidade. (LIMA, Mariele
e KIKUTI, Elaine. 2021) (MENDONCGCA, Gislane Romano e col. 2020)

As plantas, como seres autotrofos, produzem uma série de componentes vitais
a sua sobrevivéncia, os quais sdo conhecidos como metabdlitos primarios sendo
indispensaveis no ciclo de vida do vegetal, alguns deles sao proteinas, acidos graxos,
polissacarideos e clorofila. O conhecimento dos metabdlitos formados no processo de
producdo da kombucha se faz indispensavel ndo somente no intuito de conhecer
caracteristicas nutricionais e no seu potencial probidtico, mas também para
caracterizagao real e eficaz da classe do produto, quantidade maxima de consumo,
publico indicado e regulamentacéo dentro da legislagao especifica. Estudos recentes
indicam que o produto entregue ao consumidor pode conter mais de 5% v/v de etanol,
levando assim a necessidade de regulamentacdo em concordancia com bebidas
alcodlicas. (EDWARDS, John C. 2016)

O estudo do metabolismo vegetal abrange uma ampla gama de dominios
inerentes as atividades humanas e, portanto, se faz necessario um melhor
entendimento da composicdo e como se da esse processo metabdlico. A
espectroscopia de RMN, possui ampla variedade de abordagens experimentais que

contribuem amplamente para o estudo do metabolismo primario e o especializado de
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plantas de diversas maneiras (DEBORDE, Catarina e col. 2017), como exemplo a
caracterizagdo dos metabolitos existentes em um meio, de forma exata e rapida
podendo até mesmo, segundo estudos mais atuais, fornecer dados quantitativos dos
metabalitos através de uma analise dos picos. (THAI, Thanh. 2018). Sendo essa uma
abordagem utilizada na elaboragdo do processo conhecido como “fingerprint” de
bebidas alcodlicas comuns como cervejas e vinhos, mas também de fermentados
como a Kombucha e tudo isso passivel de aplicagao rapida e pouco exigentes quanto
a preparagao prévia utilizando, de maneira simploéria, somente um padrdo de sinal
interno. (EDWARDS, John C. 2016)

Este trabalho objetiva a caraterizagdo de metabdlitos presentes em amostras de
kombucha de uma marca comercial amplamente encontrada no comércio local e de
sabores variados, assim como os metabolitos de amostras de kombucha caseira
preparada pelo autor com receita popularmente conhecida e difundida, apresentando
uma comparagao entre os componentes formados no processo caseiro durante o
tempo de preparo e entre o produto caseiro e comercial. Para tal foi utilizado um
equipamento RMN. Por fim um teste de perfil antioxidante foi aplicado em ambas as

amostras para determinar qual apresentava carater mais significativo.

Os chamados radicais livres, ou apenas radicais, podem ser controlados de
maneiras diferentes nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes, os quais
podem ser provenientes da dieta alimentar dentre outras fontes, como exemplo
tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e
carotenoides. A indisponibilidade de antioxidantes pode gerar um estresse oxidativo
no organismo podendo desencadear outros problemas. Antioxidantes sado capazes de
estabilizar ou desativar esses radicais livres antes que ataquem o organismo. Dentre
as varias possibilidades de avaliar a capacidade antioxidante de um composto o
método mais utilizado € o DPPH que se baseia na capacidade de um composto em
doar elétrons para o radical livre DPPH, que possui uma cor roxa intensa. Quando um
composto antioxidante reage com o radical, ocorre uma redugao, resultando em uma

mudanca de cor de roxo para amarelo palido. (SOUZA e col. 2007)
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2. Revisao bibliografica

A Kombucha tradicionalmente preparada a partir da fermentagdo de cha
adocgado por uma simbiose de bactérias e leveduras, vem ganhando popularidade nos
ultimos anos devido as suas potenciais propriedades probidticas e terapéuticas
atrelada a uma falta de informagdes precisas sobre sua composi¢cao quimica e os
metabolitos presentes (LIMA, Mariele e KIKUTI, Elaine. 2021). No contexto atual a
utilizacdo de técnicas analiticas avangadas, como a ressonancia magnética nuclear
(RMN), surgem como uma poderosa ferramenta para a identificacdo e quantificagao
precisa dos metabdlitos, método este que oferece vantagens significativas, como a
capacidade de fornecer informacdes estruturais e detalhadas sobre os compostos
presentes, sem a necessidade de separacao prévia dos componentes. Portanto, este
estudo tem como objetivo investigar a composi¢cao quimica da Kombucha por meio da
analise por RMN, visando a identificagdo e caracterizagao dos principais metabdlitos
presentes na bebida e posterior estudo de sua capacidade antioxidante. (DEBORDE,
Catarina e col. 2017)

O método de “fingerprint” consiste em uma abordagem analitica amplamente
utilizado na caracterizagdao de compostos complexos, identificando e comparando
padrdes unicos de sinais ou espectros associados a determinadas amostras, atuando
como um leitor de impressao digital do composto em questéo, dai o nome. Em fungao
de sua capacidade de identificar especificidades em amostras de maior complexidade,
tem-se usado esse método na determinacdo da autenticidade, qualidade e a
composic¢ao quimica de diversas substancias, incluindo bebidas fermentadas. Em um
estudo conduzido por RAMOS (2020), o método de “fingerprint” foi utilizado, atrelado
a uma analise de massas, para a analise de bebidas com potencial poder probibtico
possibilitando identificagdo de metabolitos de interesse na producado de uma bebida,

conforme Figuras 1 E 2.
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Figura 1: “Representagédo de PS modo positivo — MS da amostra de polpa de Grumixama”
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Fonte: Extraido de bebida fermentada com potencial probiético a base de extrato hidrossoluvel

de soja com adigao de grumixama (Eugenia brasilienses). RAMOS, 2020.
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Figura 2: “Representagédo de PS modo negativo — MS da amostra de polpa de Grumixama”
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Fonte: Extraido de bebida fermentada com potencial probiético a base de extrato hidrossoluvel

de soja com adigédo de grumixama (Eugenia brasilienses). RAMOS, 2020.

Dentre os metabdlitos identificados a autora destaca:
Catequina (m/z = 291); derivados da quercetina como
monoglucuronido de quercetina (m/z = 479), éter dimetilico de
quercetina (m/z = 329), 3-glucosidio de quercetina (m/z = 463),
hexdsido de quercetina (m/z = 463), acetil-hexdsido de quercetina (m/z

= 505); e a galocatequina (m/z = 305)

A analise do perfil antioxidante € amplamente utilizada na avaliacdo do potencial
de compostos ou produtos em combater o estresse oxidativo e os danos causados
pelos radicais livres. Essa abordagem analitica desempenha um papel fundamental
na determinacdo da capacidade antioxidante de uma substidncia ou matriz. Em
estudos relacionados as bebidas fermentadas, incluindo a Kombucha, a analise do
perfil antioxidante tem sido empregada para investigar os compostos que contribuem
para as propriedades antioxidantes dessas bebidas. Diversas técnicas sio utilizadas

nessa analise, o mais utilizado consiste em avaliar a atividade sequestradora do
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radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe, de coloragéo purpura que absorve a
515 - 517 nm. Por agado de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o
DPPHe ¢é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorgédo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. Isso é feito preparada uma solugdo de DPPH em um
solvente adequado, como etanol, e a amostra é adicionada. A reacado é entao
monitorada via espectrofotometro, medindo-se a diminuicdo da absor¢ao na faixa de
comprimento de onda caracteristica do DPPH (geralmente em torno de 515 - 517 nm).
Quanto maior for a diminuigdo na absorgédo, maior sera a atividade antioxidante da
amostra. (SILVA. 2018) (SOUZA e col. 2007)

A Figura 3 traz uma representagao de uma reacgao entre o DPPH e a Quercetina,
demonstrando o mecanismo de agao e a estrutura do DPPH em seu estado radicalar

e reduzido.

Figura 3: “Redugao do radical livre DPPH pelo flavonoide antioxidante quercetina”
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g YT T

“OH
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1 DPPH Quercetina 2 DPPH,

Quercetina oxidada
estabilizada porressondncia

Fonte: Extraido de Quimica Nova Interativa - SBQ

O método oferece vantagens, como simplicidade e rapidez na execugéao, além
de permitir uma avaliagao global da capacidade antioxidante de uma amostra. No

entanto, é importante destacar que o resultado obtido por essa técnica nao fornece
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informacdes detalhadas sobre os compostos antioxidantes presentes na amostra, mas
sim uma medida da capacidade geral de neutralizagdo dos radicais. E importante
mencionar que o método DPPH fornece apenas analise do perfil antioxidante e que a
combinagao de diferentes métodos pode fornecer informag¢des mais abrangentes e

precisas sobre a capacidade antioxidante de uma amostra.

Silva e col. (2018) trazem em estudo uma analise do perfil antioxidante de
variedades de Kombucha revelando a presenca de compostos, como acido ascorbico,
acido tartarico e flavonoides, que contribuiam significativamente para a atividade
antioxidante da bebida. Esses resultados ressaltam a importancia da analise do perfil
antioxidante na determinagao das propriedades benéficas das bebidas fermentadas e
seu potencial na promog¢ao da saude e prevencdo de doencgas relacionadas ao

estresse oxidativo.

3. Objetivo

O trabalho tem como obijetivo identificar diferentes metabdlitos encontrados em
amostras de kombucha comercial de sabores diversos assim como de kombucha feita
a partir de um preparo caseiro e analisar a capacidade antioxidante de ambas as
bebidas

4. Parte experimental

4.1. Materiais e métodos
Recipiente para fermentagao de vidro ou ceramica (evite inox ou aluminio)
Peneira
Funil
Colher
Voal ou pano poroso e leve ou papel toalha
Elasticos para prender o voal/pano Cha verde, preto, matte, branco ou de saquinho
(n&o utilizar chas condimentados ou muito aromatizados artificialmente).
Acucar demerara, agucar cristal, mel, ou suco concentrado de fruta doce
Cultura de “SCOBY”
50 mL de uma kombucha previamente preparada
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Equipamento Ressonéancia Magnética Nuclear — Bruker — Magnet System 400’54
Ascend.

Centrifuga eppendorf — centrifuge 5415 C

Ultrassom Cristofoli biosseguranga

Vortex mixer Kasvi K45-2810

Tubo de RMN 5mm

Espectrofotdmetro Genesys 10S UV-Vis — Thermo Scientific

4.2. Procedimento experimental

4.2.1. Preparo da kombucha caseira

Aqueceu-se 1 litro de agua filtrada até a ebuligéo; retirou-se do aquecimento e
adicionou-se agucar cristal e o cha verde; homogeneizou-se a mistura com auxilio da
colher até total dissolugéo do agucar e deixou-se em repouso com tampa por 1 minuto.
Transcorrido esse tempo transferiu-se para um recipiente de vidro para resfriar.
Acrescentou-se 50 mL da kombucha preparada previamente, podendo ser uma
aliquota restante da ultima produgdo, homogeneizou-se, e adicionou-se a cultura de
“SCOBY” (a cultura deve ficar boiando na superficie). Enfim o recipiente foi tampado

com um pano limpo e preso com elastico.

Fermentou-se ao abrigo da luz em local arejado de 7 a 10 dias. Transcorrido o
tempo de fermentagdo adicionou-se cha de capim limao, preparado de maneira
analoga ao cha verde, por infusdo das folhas de capim limdo em 1 litro de agua

fervente, para saborizar e armazenou-se por 2 dias em temperatura ambiente.

4.2.2. Preparo das amostras

Retirou-se as amostras da refrigeracao para equilibrar a temperatura; submeteu-
se ao vortex por 1 min, ultrassom por 5 min, e centrifuga por 15 minutos a 10 mil rpm.
Feito isso pipetou-se a amostra e transferiu-a para um tubo de RMN e enfim

acrescentou-se agua deuterada (D,0) e as eventuais analises foram realizadas.
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4.2.3. Experimento de supressao

Para a supressdo 4 experimentos foram testados, sendo eles “noesyprid’,
“zgpr’, “zgccpr’ e “zggppr’. Os parametros mutaveis de cada experimento foram
fixados a fim de manter uma base de comparacao, sendo eles D1= 3 s; D8= 0,3 s;

D11= 0,029 s; D12= 0,00002 s.

4.2.4. Proporgao amostra/solvente

Preparou-se 3 amostras utilizando uma kombucha comercial conforme o item
3.2.2 e essas foram pipetadas para um tubo de RMN de 5 mm juntamente com o
solvente deuterado nas seguintes proporgdes 350 uL. de amostra para 150 uL de
solvente; 400 uL. de amostra para 100 uL de solvente e por fim 450 uL. de amostra

para 50 uL de solvente.

4.3. Analise das amostras

4.3.1. Analise da kombucha comercial
Executou-se os procedimentos descritos no item 3.2.2 em cada uma das
amostras comerciais em cada um dos sabores analisados, sendo eles uva branca,

limao com gengibre, morango com hibisco, capim limdo e maracuja com acafrdo. Cada

amostra foi utilizada para preparar 3 tubos de RMN 5mm e entao feitas as analises

4.3.2. Analise da kombucha caseira

O procedimento seguiu-se de maneira analoga ao item 3.3.1, porém somente

para o unico sabor da kombucha caseira, capim limao.

4.4. Anadlise do perfil antioxidante



20

Preparou-se uma solugdo de DPPH 40 pg.mL™! com metanol até atingir
absorbancia de 0,999. Uma aliquota de 2,9 mL dessa solugao foi adicionada a 0,1 mL
da amostra de kombucha em um tubo de ensaio e deixou-se reagir no escuro por 1

hora, fez-se isso em triplicata para ambas as amostras, comercial e caseira.

Apods o tempo de reacao fez-se a leitura das amostras em espectrofotdbmetro
registrando-se a absorbancia de cada amostra no comprimento de 517 nm. Fez-se
uma analise do branco a partir de uma amostra contendo 0,1 mL de amostra de
Kombucha e 2,9 mL de metanol e uma analise controle a partir de uma amostra

contendo 0,1 mL de agua destilada e 2,9 mL de metanol.

5. Resultados e discussoes

5.1. Estudo do experimento de supressao

Os experimentos de supressao permitem a selecado e a eliminacao seletiva de
sinais indesejados como o excesso de agua, a fim de melhorar a qualidade dos
espectros obtidos, isso se da utilizando pulsos de radiofrequéncia especificos para
excitar ou suprimir sinais em regides especificas do espectro. Pelo fato de as amostras
serem preparadas com adigdo de agua, ja que essa é uma etapa da produgao, os
espectros apresentam um pico muito expressivo (Figura 4). (GUIMARAES, Cainne
Alves. 2019) (JUNIOR, Luiz Henrique Keng Queiroz. 2011)
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Figura 4: Espectro Kombucha sabor abacaxi 450/50 D20
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Fonte: Préprio autor (2023)

O sinal na regiao 4,69 ppm, bem significativo em fungéo da maior quantidade de
agua presente na amostra, inviabiliza uma analise mais detalhada dos sinais dos
demais compostos, sendo assim necessaria a aplicagdo de uma técnica de
supressao, foram testados 4 métodos e estes estdo dispostos da seguinte maneira:

“noesypri1d” (Figura 5), “zgpr” (Figura 6), “zgccpr” (Figura 7) e “zggppr” (Figura 8).



Figura 5: Espectro estudo do método de supressao noesypid
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Fonte: Préprio autor (2023)

Figura 6: Espectro estudo do método de supressao zgpr
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Fonte: Préprio autor (2023)
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Figura 7: Espectro estudo do método de supressao zgccpr
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Figura 8: Espectro estudo do método de supressao zggppr
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A Figura 9 traz um compilado dos 4 métodos de supressao testados, a fim de

melhorar a visualizacao das diferengcas em cada um deles.

Figura 9: Analise dos espectros dos métodos de supresséao
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Fonte: Préprio autor (2023)

A partir da analise da Figura 9 é possivel perceber que o método de supressao
“Noesypr1d”, que se destaca na cor azul, se mostrou mais eficiente pois ndo causou
um desvio grande na linha de base na regido de 4,69 ppm, que é a regidao onde a
supressao ocorreu, assim como ressaltou de maneira satisfatéria o comportamento
dos picos dos demais compostos presentes. Isso ndo ocorreu de forma satisfatoria
com os métodos zggppr, zgccpr € zgpr que se destacam respectivamente nas cores
vermelho, amarelo e verde. Essa ma supressao pode acarretar uma camuflagem nos
compostos ao redor daquela regido assim como uma proporcional diminuigado do pico

gerado pelos compostos a serem estudados.

5.2. Estudo da propor¢ao amostra/solvente

Uma vez escolhido o método que melhor forneceu os dados nas condicdes de

trabalho em questao, para determinar a melhor proporcao de amostra e solvente que
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devia ser preparada para que fossem feitas analises foram executadas 3 analises com
propor¢cdes diferente de amostra de kombucha e solvente deuterado,
respectivamente, a fim de verificar o que apresentasse melhor relagao sinal/ruido,
resolucao e assimetria, sendo elas: 350/150 (Figura 10), 400/100 (Figura 11) e 450/50
(Figura 12). Todas as figuras representam os espectros tratados com o devido método

de supressao descrito no item 4.1.

Figura 10: Espectro estudo da proporgdo amostra/solvente 350/150

[rei]

5 4 3 2 1 -0 [ppm]

Fonte: Préprio autor (2023)



Figura 11: Espectro estudo da propor¢cdo amostra/solvente 400/100
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Figura 12: Espectro estudo da propor¢éo amostra/solvente 450/50
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A Figura 13 traz um compilado das 3 propor¢dées de amostra/solventes

testadas.

Figura 13: Analise dos espectros das proporgdes amostra/solvente
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Fonte: Préprio autor (2023)

A partir da analise da Figura 13 observa-se que a proporgao 400/100, destacada
em vermelho, apresenta melhor estabilidade na linha de base que as proporgdes
350/150 e 450/50 que se destacam respectivamente nas cores azul e amarelo; o que
ja seria um fator importante para a escolha corrobora com o fato de que o
comportamento similar dos picos s6 se deu devido ao fato de um ajuste manual de
shimming o que nao se fez necessario com tanto rigor no espectro gerado a partir da

amostra preparada na proporcao 400/100 sendo essa entao a escolhida.

5.3. Analise das amostras

A analise das amostras foi feita em duas frentes sendo a primeira para a
kombucha comercial e a segunda para a kombucha caseira. O procedimento foi
executado imediatamente apds as etapas descritas no item 3.2.2 em triplicata. O

volume nao utilizado no processo era descartado, sendo aberta uma nova garrafa no
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caso da amostra comercial, e uma nova produgado conforme item 3.2.1, sendo que
essa amostra caseira era analisada sempre no mesmo dia em que se findava o
processo de fabricagdo. A amostra de kombucha comercial € uma bebida gaseificada
enquanto a caseira ndo, como o0 gas pode acarretar erros nas leituras, implantou-se
uma etapa de retirada do gas para ambas as amostras, com intuito de n&o gerar erros
experimentais. As amostras eram mantidas em repouso e refrigeradas conforme

orientagdo do produtor até o momento da analise.

5.3.1. Estudo e analise da kombucha comercial

O estudo das amostras comerciais foi feito utilizando 5 sabores diferentes de
kombucha, sendo eles uva branca, limado com gengibre, morango com hibisco, capim
limdo e maracuja com acgafrdo. Todos os sabores citados sao referentes ao segundo
processo de saborizagdo da bebida sendo todos feitos da mesma base, cha verde.
Sendo esses sabores uva branca (Figura 14), limdo com gengibre (Figura 15),
morango com hibisco (Figura 16), capim limdo (Figura 17) e maracuja com agafrao
(Figura 18).

Figura 14:Espectro Kombucha uva branca

[rel]

T
14

12

5 4 3 2 1 -0 [ppm]
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Figura 15: Espectro Kombucha liméo com gengibre
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Figura 16: Espectro Kombucha morango com hibisco
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Figura 17: Espectro Kombucha capim limao
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Figura 18: Espectro Kombucha maracuja com agafrao
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A Figura 19 traz um compilado dos 5 sabores de kombucha comercial
analisados, sendo eles destacados da seguinte maneira: uva branca — azul; limdo com
gengibre — vermelho; morango com hibisco — preto; capim limdo — verde; maracuja

com agafrao — roxo.

Figura 19: Analise dos espectros dos sabores das kombuchas comerciais
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Através da analise da Figura 19 traz uma comparagao entre os espectros obtidos
nas analises de cada sabor de kombucha, é possivel observar que sabor capim limao
apresenta picos mais expressivos na maioria dos compostos, isso se da, dentre outros
fatores, pela diferenga dos metabolitos especificos gerados por cada planta utilizada
para saborizar a bebida, as amostras em azul, vermelho, preto e roxo sdo foram
saborizadas com produtos que naturalmente apresentam concentracées menores de
acgucar, como exemplo o liméo que é uma fruta citrica, ou o hibisco que possui um
amargor caracteristico, como o processo de saborizar a kombucha se da apds a
fermentagcdo, essas caracteristicas especificas dos substratos utilizados nesse
processo, se mantem como podemos observar, assim sendo, nas Figuras 20 e 21
vemos a caracterizacao dos compostos a partir do espectro da kombucha de capim

limdo, uma vez que ele traz de forma mais expressiva os picos referentes a compostos
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que nao sao tao facilmente evidenciados nos demais sabores. Essa caracterizagao
pdde ser feita a partir de estudos realizados por EDWARD, Jhon C. (2016).

Figura 20: Caracterizagdo dos compostos amostra kombucha capim limao (1)
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Figura 21: Caracterizacdo dos compostos amostra kombucha capim limao (ll)
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Observa-se a presenca da sacarose e da frutose, que possivelmente sao parte
do substrato utilizado pela simbiose no processo fermentativo, como elas necessitam
serem consumidas isso explica o sinal pouco representativo. Na regido de 2.66 ppm
podemos identificar o acido succinico um antioxidante natural, com aplica¢des
industriais e medicinais (OLIVEIRA, Christean Santos de — 2019). O acido acético e o
etanol também séo identificados com picos expressivos, sendo ambos resultados do
processo fermentativo realizado pela simbiose e, por se tratar de uma amostra
industrializada, podendo o acido acético ter sido adicionado como componente
antibacteriano (MENDONCA, Gislane Romano e col. — 2020).

5.3.2. Estudo e analise da kombucha caseira

Para uma producgéo segura se atente sempre a limpeza de todos os utensilios
utilizados no processo, eles devem ser lavados, fervidos e limpos com alcool 70%,
mantendo também a higiene das maos com muito rigor. Durante a produg¢do o cha
utilizado como substrato para a fermentagéo foi o cha preto, sendo assim ele ja traz
consigo metabdlitos que serao ou nao levados adiante, com o intuito de identificar os
compostos formados somente pelo processo de fermentagao, foi feito um branco
desse cha (Figura 22), assim como do cha de capim limao, utilizado para saborizar o

produto apos a fermentagéo (Figura 23).



Figura 22: Espectro branco cha verde
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Figura 23: Espectro branco cha capim limao
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O processo de fabricagdo da bebida, como ja citado no item 3.2.1, traz uma
flexibilidade quanto ao tempo de fermentacgao, variando de 7 até 10 dias, para avaliar
o melhor tempo e quais seriam as diferengas nos metabdlitos formados foi feita uma
analise em uma amostra com 7 dias de fermentac&o (Figura 24) e outra em uma

amostra com 10 dias de fermentacgao (Figura 25).

Figura 24: Espectro kombucha com 7 dias de fermentagao
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Figura 25: Espectro kombucha com 10 dias de fermentagéo
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Os dois processos apresentam relativa similaridade, o que pode ser mais bem
evidenciado na Figura 26, é que mantendo a fermentagdo por 10 dias (espectro
destacado em vermelho), obtém-se um pico mais expressivo de acido acético
comparado ao processo de fermentagcdo mantido por 7 dias (espectro destacado em
azul). O maior teor de acido acético pode ser produto do consumo do alcool gerado
pelo préprio processo de fermentacao em si, podendo trazer um sabor indesejado ao
produto, diante disso o processo de fermentacédo por 7 dias trouxe resultados mais

satisfatérios para a continuidade das analises.
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Figura 26: Analise dos espectros do processo de fermentagéo por 7 e 10 dias
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Enfim um novo processo de fabricagdo de kombucha foi executado e uma nova

amostra analisada de acordo com os parametros estudados (Figura 27)
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Figura 27: Espectro kombucha 7 dias de fermentagéo saborizada com cha de capim limao

frel]

T
14

12

B e e e e e e ) e s e e B B
2 1 -0 [ppm]

o
|
)

Fonte: Préprio autor

As Figuras 28 e 29 abaixo trazem uma comparagao entre o espectro gerado pelo
branco do cha verde (azul), que é o substrato inicial do processo de fermentagao, e o
espectro gerado pela kombucha caseira (vermelho). E possivel notar a formacéo de a
e B — glicose como produto do processo fermentativo, assim como acido acético e
etanol que ndo sado observados na amostra de cha verde, destaca-se o fato de a
kombucha apresentar um sinal correspondente ao acido succinico que nao era
observado de maneira significativa na amostra de cha verde, o que pode corroborar

com as capacidades antioxidantes da bebida.



Figura 28: Analise dos espectros branco do cha verde e da Kombucha caseira (1)
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Figura 29: Analises dos espectros branco cha verde e da Kombucha caseira (ll)
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5.3.3. Consideragoes finais

A Figura 30 traz um compilado dos graficos obtidos com a analise da kombucha

comercial, destacada em azul e da kombucha caseira, destacada em vermelho

Figura 30: Andlise dos espectros da Kombucha caseira e da Kombucha comercial (1)
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Com a observacgao da Figura 30 é perceptivel que a amostra comercial apresenta
0 mesmo comportamento dos picos assim como o mesmo padrao de compostos
produzido, o que se destaca € a proporgao que cada composto ocupa na amostra.

De maneira proporcional podemos evidenciar que a amostra de origem industrial
apresenta picos referentes ao acucares com baixa intensidade, isso pode ser mais
bem observado na Figura 31, ao passo que os sinais obtidos para o acido acético e o
etanol muito estdo mais acentuados em comparagédo com a amostra caseira (Figura
32).



Figura 31: Analise dos espectros da Kombucha caseira e da Kombucha comercial ()
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Figura 32: Analise dos espectros da Kombucha caseira e da Kombucha comercial (l11)
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Vé-se na Figura 31 que a amostra caseira apresenta sinais equivalentesaa e 8
glicose, e que esses sinais ndo sao evidenciados de forma clara no espectro gerado
a partir da amostra comercial, corroborando ao fato evidenciado na Figura 32 vemos
que os picos de acido acético e de etanol sofreram um expressivo aumento, isso pode
se dever ao processo fermentativo imposto a amostra comercial ser mais longo,
ocasionando assim uma maior produgao de acido acético e etanol se comparado ao
processo caseiro. O acido acético € um dos principais componentes antibacterianos
(MENDONCA, Gislane Romano. 2020), sendo assim, o processo de fermentagao
mais longo pode ser uma estratégia para gerar um componente que aumentaria tempo
de validade do produto de forma natural, porém o mesmo processo ocasiona um
aumento significativo no percentual de alcool da bebida. Vale ressaltar que o tempo
de fermentagdo assim como o processo de preparo do cha verde (substrato inicial
para a fermentagao) ou do cha de capim lim&o, assim como qualquer outro composto
utilizado para saborizar as kombuchas comerciais, ndo sdo informados pelo

fabricante, impossibilitando a afirmacao precisa das discussdées feitas.

5.4. Analise do perfil antioxidante

O calculo da capacidade antioxidante é feito a partir da equagao exposta na
Figura 33, onde: Abs.qnirole € @ absorbancia inicial da solugdo metandlica e DPPH,
Abs,mostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra), Absyrane € @

absorbancia da amostra em metanol.

Figura 33: Equacéo da porcentagem de atividade antioxidante

Absconrra!e - (Absamastra - Abgbrunca)) 100

AA - DPPHsequESN"ﬂdO (%) = ( Abg I
corntrole

Fonte: Extraido de composi¢ao quimica e avaliagao das atividades antioxidante e

antimicrobiana do extrato das cascas de croton urucurana. Tiara (2016)

A Figura 34 traz uma tabela onde é possivel identificar a as absorbancias das
triplicadas testadas assim como o resultado da aplicagao contida na Figura 33.
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Figura 34: Valores das absorbancias e porcentagem da atividade antioxidante para amostra
caseira e comercial

DPPH DPPH Média
amostra(ppm) | ABS* | MeOH+A | ABS Branco %

0,084 0,038 0,920 95,00

Kombucha caseira 0,080 0,034 0,046 0,920 95,00 95,18
0,080 0,039 0,041 0,920 95,54
0,078 0,044 0,034 0,920 96,30

kombucha comercial 0,079 0,041 0,038 0,920 95,87 94,86
0,07 0,041 0,07 0,920 92,39

Fonte: Préprio autor (2023)

O resultado obtido mostra uma reprodutibilidade satisfatoria entre as triplicatas,
exibindo um alto valor da porcentagem de atividade antioxidante, em média 95,18%
para a amostra caseira e 94,86% para a amostra comercial. O fato desse valor se
manter abaixo de 100%, demonstra que a amostra de kombucha reagiu com o DPPH
fortemente, mas ainda sim restou uma pequena concentracdo do radical,
evidenciando que foi possivel calcular a capacidade maxima de sequestro do radical

que a bebida apresenta.

6. Conclusao

Feitas todas as consideracdes € possivel concluir que o processo de fabricagao
caseiro da kombucha muito se assemelha ao processo industrial se comparados
somente os metabdlitos gerados, ndo se pode afirmar com precisdo que o0 processo
num todo se da de maneira igual em funcao de o fabricante ndo expor o método de
preparo dos produtos, mas € possivel concluir que a amostra comercial apesar de
fornecer a praticidade de estar pronta para o consumo traz caracteristicas ao produto
final pouco interessantes ao publico consumidor, o processo de fermentacgao,
possivelmente por um tempo maior que o utilizado na produgdo da Kombucha caseira
deste trabalho, eleva a quantidade de acido acético e etanol na amostra de forma
significativa, podendo trazer uma alteragdo de sabor muitas vezes indesejada, como
a acidez em funcédo do acido acético, e um fator mais preocupante, € o aumento
expressivo da quantidade de etanol na bebida, que até o presente momento n&o é
taxada como bebida alcodlica, porém como visto e quantificado por EDWARDS, John



44

C. (2016) a bebida pode conter cerca de 5% v/v de alcool, tendo assim a necessidade
de uma regulamentacdo como bebida alcodlica visto que sdo extremamente

difundidos os problemas do consumo de alcool.

A analise comparativa dos sabores estudados da kombucha comercial se
mostraram uteis no sentido de evidenciar que as possiveis caracteristicas probioticas
da bebida se dao em funcdo do substrato inicial utilizado na fermentagao do produto,
0 segundo processo, de saborizagdo, ndo altera de maneira significativa os
metabolitos, somente aumentando a quantidade de agucares caso o saborizante em

questao tenho naturalmente esse componente em sua composigao.

Os estudos de supressao se mostram de grande importancia para a obtencao
de graficos nitidos, uma vez que sem esse tratamento n&o seria possivel perceber
consumos de metabolitos para formacdes de novos produtos como exemplo o
demonstrado nas Figuras 31 e 32, apesar da turbidez caracteristica da amostra e da
presenca de corpo de fundo remanescente do processo de fabricacdo de ambas as
amostras, a técnica de RMN assim como os parametros adotados no preparo das
amostras (item 3.2.2) se mostrou muito eficiente entregando resultados muito
completos e espectros bem nitidos, de maneira geral ndo precisando de grandes
tratamentos uma vez entendidos os melhores parametros para o estudo. Ainda
oferece um grande potencial de utilizacdo em questdes que podem ser estudadas
ainda no ambito da kombucha, mas que nao foram feitas por fugir ao objetivo
estabelecido, como exemplo tempo de validade, principalmente para a kombucha
caseira por ser um tema que traz muita divergéncia, mudang¢a no substrato inicial

utilizado na fermentacéo, assim como mudanca no tipo de acucar utilizado.

A analise do perfil antioxidante demonstra que nao existe diferenga significativa
entre as amostras de kombucha comercial e caseira, sendo ambas fortemente
antioxidantes, isso se da pelo fato de o cha verde, substrato inicial para a fermentacéo,
ter consigo uma capacidade antioxidante inerente, porém como evidenciado na Figura
29 item 5.3.2, o processo fermentativo da producdo da Kombucha acentua a formacéao

de compostos antioxidantes antes nao evidenciados.
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