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RESUMO

A kombucha ¢ uma bebida fermentada de origem milenar, obtida pela a¢do de uma
cultura simbidtica de bactérias e leveduras (conhecida pela sigla em inglés SCOBY) sobre um
ché adocado. Nas ultimas décadas, o consumo de kombucha cresceu mundialmente, em especial
no Brasil, em virtude de suas potenciais propriedades funcionais associadas a presenca de
compostos bioativos, como polifenois, 4acidos organicos, vitaminas e enzimas. Essa
popularizagdo impulsionou a producdo artesanal, gerando uma diversidade de sabores e
métodos de preparo. Este trabalho teve como objetivo investigar como a mudanga da matriz
vegetal e do aglicar utilizado no preparo caseiro influenciam as caracteristicas da bebida,
buscando uma combinagdo que otimize os componentes de interesse. Além disso, buscou-se
mensurar o teor total de fendis na amostra selecionada e comparar as caracteristicas das
amostras caseiras com as de kombucha comercial. As andlises de Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN) possibilitaram identificar a presenga de compostos caracteristicos da
fermentagdo, como 4cidos organicos, acucares residuais, etanol e outros metabdlitos,
evidenciando variagdes no perfil quimico entre as diferentes amostras. Em relagdo a escolha do
ché, verificou-se que a natureza da matriz vegetal, isoladamente, ndo ¢ o fator determinante na
formagdo dos compostos; observou-se que o perfil de metabdlitos apresenta maior dependéncia
do acucar utilizado e, principalmente, do acucar residual. Contudo, independentemente da
combinagdo desses fatores, evidenciou-se um aumento no teor de fendis, o que sugere uma
melhora na capacidade antioxidante da bebida final. Em sintese, o estudo demonstra que a
kombucha ¢ uma bebida complexa e sensivel a multiplos fatores de producdo, como o SCOBY,
tipo de ch4, agucar e sazonalidade, apresentando potencial aumento na capacidade antioxidante

e possivelmente nas propriedades probioticas.

PALAVRAS-CHAVE: Kombucha, RMN, SCOBY, cha.



ABSTRACT

Kombucha is an ancient, fermented beverage obtained through the action of a symbiotic
culture of bacteria and yeast (SCOBY) on sweetened tea. In recent decades, kombucha
consumption has grown worldwide, especially in Brazil, due to its potential functional
properties associated with bioactive compounds such as polyphenols, organic acids, vitamins,
and enzymes. This growing popularity has stimulated artisanal production, resulting in a wide
diversity of flavors and preparation methods. This study aimed to investigate how changes in
the plant matrix and the type of sugar used in homemade preparations influence the beverage's
characteristics, searching for a combination that optimizes its chemical profile. Furthermore,
the study measured the total phenolic content in the selected sample and compared the
characteristics of homemade kombucha with those of commercial samples. Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) analyses allowed for the identification of fermentation compounds, such as
organic acids, residual sugars, ethanol, and other metabolites, revealing variations in the
chemical profile among different samples. Regarding the choice of tea, it was found that the
plant matrix alone is not the sole determinant of compound formation. Instead, the metabolite
profile showed a strong dependence on the type of sugar used and, notably, on the residual sugar
remaining after the process. However, regardless of the combination of these factors, an
increase in total phenolic content was evidenced, suggesting an enhancement of the final
beverage's antioxidant capacity. In summary, this study demonstrates that kombucha is a
complex beverage, sensitive to multiple production factors, such as the SCOBY, tea type, sugar,
and seasonality, indicating an increase in antioxidant capacity and potential improvement in

probiotic properties.

KEYWORDS: Kombucha, NMR, SCOBY, Tea.
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14

1. Introdug¢ao Geral a kombucha.
1.1. Origem e historico da bebida.

A kombucha se trata de uma bebida fermentada com relatos historicos que datam a idade
antes de Cristo e que possui atualmente Padrao de Identidade e Qualidade (PIQ) do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) descrito na Instru¢do Normativa n° 41,

estabelecida em 17 de setembro de 2019, como:

Uma bebida fermentada obtida através da respiragdo aerobia e fermentagdo anaerdbia
do mosto obtido pela infus@o ou extrato de Camellia sinensis e agucares, por cultura

simbiodtica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas dominada de SCOBY.

Em meio a titulos como “bebida da imortalidade” para curar imperadores japoneses, 0
ché adogado e fermentado ganha muita popularidade a partir da década de 60, como tratamento
de origem natural para distarbios intestinais e inflamagdes e até mesmo com indicativos de
melhora na condi¢@o de pacientes expostos a radiacao no acidente de Chernobyl. Essas e demais
propriedades medicinais, prometidas pela bebida, podem ser resultado da presenca de
substancias muito conhecidas e estudadas, como flavonoides, catequinas, taninos e 6leos
essenciais, diante disso, é certo observar tais caracteristicas (Soares et al., 2021).

Essa gama terapéutica prometida, causa uma notoria expansdo no consumo de
kombucha com a incrementacdo da bebida em dietas saudaveis, principalmente como uma
opcao para substituir refrigerantes e similares (Barakat et al., 2022; Cardoso et al., 2020). Kim
et al. (2020) estimaram para 2025 uma movimentagao a nivel mundial entre 3,5 e 5 bilhdes de
ddlares no mercado que abrange a bebida.

Mais recentemente, abrindo uma nova possibilidade de estudo voltada para a propria
membrana de celulose que ¢ formada pela simbiose fermentadora da bebida, esse material se
mostra muito promissor para aplicacdes em biomateriais e fontes bioenergéticas, assim como
na fortificacdo de alimentos e embalagens (Bell et al., 2023; Laavanya et al., 2021).

Esse crescente interesse por kombucha pode ser evidenciado com o aumento da
quantidade de artigos publicados, em 1999 se tém os primeiros registros de abordagem do tema
no Web of Science, com uma média de publicacdo anual de 1,1 artigo, ja no periodo de 2020 a
2023 a média de publicacdes anuais passa a ser de 113,25 artigos. A revista Food Science
Technology lidera o ranking com o maior niimero e trabalhos publicados entre 1999 e 2023, e

o termo “kombucha” ¢ citado 354 vezes nesse periodo com o Brasil como o terceiro pais com
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maior nimero de publicagdes, atras da India em segundo lugar e da China que liderava o ranking
(Melo et al., 2024).

Independente da regido de fabricacdo e consumo da kombucha, o preparo segue um
padrdo similar que se inicia com o preparo do cha verde ou preto, que sdo os mais difundidos
principalmente na América do Norte e América do Sul, porém a regionalidade difunde o uso de
outras matrizes como exemplo sucos, agua de coco e café, (Xia et al., 2019), o mecanismo de

preparo ¢ exemplificado na Figura 1.

Figura 1: Mecanismo geral para o preparo caseiro de kombucha.

[ Escolha do cha. ]

Infusao das folhas.

|

[ Adicdo do agucar.
Primeira | [  Segunda
fermentacio. | | fermentagio.

! !

Consumo.

Fonte: Proprio autor, 2025.

1.2. Caracteristicas organolépticas e composi¢do geral.

A legislagdo brasileira registra apenas o processo de fermentagdo e ndo as demais etapas
no preparo da kombucha, permitindo uma ampla diversificagdo de parametros e aditivos
proporcionando assim diversos perfis sensoriais (BRASIL, 2019).

Visualmente temos uma bebida levemente turva com sélidos suspensos ou depositados
no fundo que sdo resquicios da simbiose, fibras de celuloses ou agregados de proteinas
formados no processo de fermentacdo. A bebida ndo ¢ filtrada e em produtos comerciais

encontra-se recomendagdes para evitar a agitagdo antes do consumo.
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A cor traz caracteristicas do substrato utilizado para a fabricagdo, sendo ambar
levemente transparente para a base de cha verde e um tom mais escuro e opaco para as variagdes
de cha preto, contudo, podemos encontrar cores diversas.

O aroma da bebida ¢ grande parte oriundo do acido acético encontrado em qualquer tipo
de preparo, ja o dulgor fica a mercé da quantidade de agucar remanescente da acdo da cultura
simbiotica. Outra forte caracteristica da kombucha, sua acidez, é resultado da formacao de
diversos acidos organicos encontrados além de um sabor amargo que pode ser observado
quando a matriz ¢ o cha preto, o qual ¢ rico em cafeina.

A carbonatacdo ¢ a caracteristica final, ocorre de maneira natural, mas pode ser
aumentada artificialmente; ela confere frescor e refrescancia relatadas pelos consumidores

(Bishop et al. 2022).

1.3. Processo de fermentagdo.

A etapa de fermentacgdo ocorre pela agdo de uma cultura simbidtica que leva como nome
a sigla SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), que em tradugdo livre significa
“Cultura Simbiotica de Bactérias e Leveduras”, ela se desenvolve na forma de um biofilme que
se forma na superficie da bebida, inicialmente como uma folha fina e maleavel e se torna mais
espessa e rigida a medida que ¢ submetida a mais processos de fermentacdo, gragas a acao
principalmente de uma bactéria da espécie Komagataeibacter que transforma a glicose em

celulose (Figura 2) (Coton, et al., 2017).
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Figura 2: SCOBY (Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras).

Fonte: Proprio autor, 2025

A composi¢ao microbioldgica da simbiose pode ser diversificada em funcdo de sua
origem, uma vez que esta relacionada a localizagdo geografica e ao clima de onde foi cultivada
a cultura “mae”. Apesar da grande variagdo nessa microbiota, alguns micro-organismos sao

frequentemente listados na literatura e podem ser vistos na Tabela 1.



18

Tabela 1: Micro-organismos presente na cultura simbidtica SCOBY.

Micro-organismos Referéncias
Bactérias

Acetobacter

Bifidobacterium Marsh et al., 2014;

Enterococcus Chakraborty et al.,
2016; Santos, 2016;

Lactobacillus Chen&Liu,2000

Leuconostoc

Acetobacter acetic
Acetobacter
pasteurianus Jayabalan et al., 2014;
Bacterium gluconicum  Coton, 2017; Chenetal.,
Gluconobacter 2000
Komagataeibacter
xylinus

Leveduras

Brettanomyces spp.

Candida spp. Jayabalan et al., 2014;
Pichia spp. Villareal-soto et al.,
Saccharomyces spp. 2018; Teohetal., 2004
Sacchromycodes spp.

Fonte: Adaptado de Fabricio (2022), Bishop et al. (2022), Arruda et al. (2021).

O SCOBY conduz o processo fermentativo descrito no procedimento de fabricagdo por
cerca de 7 a 10 dias, em pH proximo a 3 que impossibilita a proliferacdo de patdogenos
indesejados na bebida como fungos (Figura 3), que danificariam o produto, podendo ainda levar
a morte da simbiose. A corre¢ao da acidez no processo caseiro ¢ feita através da adi¢do de uma
aliquota de outra kombucha preparada anteriormente ou com a adi¢ao de uma colher de vinagre.
Os acucares presentes no cha sdo metabolizados em compostos diferentes ao longo da

fermentacgao trazendo propriedades intrinsecas do processo fermentativo em si (Fabricio, 2022).
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Figura 3: SCOBY contaminado por fungos.

Fonte: Proprio autor, 2025.

Alguns produtos da acdo da simbiose sobre cha, utilizado como base da kombucha, sdo
inerentes de qualquer fermentacao. Inicialmente a sacarose passa por uma hidrolise enzimatica
gerando frutose e glicose, que por meio de fermentagdo alcoolica € convertida em etanol e
didxido de carbono, e entdo o alcool ¢ convertido em 4cido acético por bactérias acéticas,

produto esse, grande responsavel pelo sabor caracteristico da bebida (Figura 4).
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Figura 4: Reagoes do processo fermentativo desempenhado pela simbiose SCOBY.

H,OH H,OH
0 H,OH o 0 H,0H o
Ok HO OH + HO
OH
OH @ H,OH OH OH H,OH
OH HO OH HO
Sacarose Glicose Frutose
H,OH
o
OH —> HC CH, OH
OH OH Etanol
OH
Glicose
O
O
H,C CH, OH o HsC
Etanol ; OH
H,0

Acido acético

Fonte: Proprio autor, 2025.

2. Referencial Bibliografico.
2.1. Matriz vegetal

A base para inicio de qualquer preparo de kombucha ¢ a escolha do tipo de ché utilizado,
como ja citado, a legislacdo brasileira estabelece a obrigatoriedade do uso das folhas de
Camellia sinensis (Brasil, 2019), porém observasse o uso de outros tipos de cha que sdo comuns
em cada regido além de sucos de fruta e outras bebidas como exemplo o café.

O ché preparado a partir da folha da Camellia sinensis ¢ a segunda bebida mais
consumida no mundo e possui uma associacdo direta a diversos beneficios a satide, em sua
maioria associados a diversidade de compostos com capacidades antioxidantes e anti-
inflamatorias. Estudos demonstram uma concentracdo superior a 100 pg de compostos
fendlicos por 100 mL de ché preparado, variando esse valor de acordo com a diversidade de

chés pertencentes a esse género (Couto, 2022).
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Originalmente trazida da Asia e pertencente a familia Theaceae do género Camelliae
espécie sinensis ¢ a partir dessa planta ¢ possivel a producdo de pelo menos 4 tipos de cha
distintos sendo dois deles os mais utilizados no preparo de kombucha até a atualidade, sdo o
ché verde e o cha preto, tendo o manuseio da folha o fator determinante na variagao.

Para a obtencdo do cha verde, antes da secagem das folhas, elas sdo aquecidas para
impedir a oxidacdo; o leve aumento da temperatura causa a inativa¢do da polifenol-oxidase
mantendo sua cor original. Na obtencdo do cha preto as folhas secam naturalmente para entao
fermentarem por cerca de 6 dias e entdo serem secas. Esse processo confere as folhas uma
coloracdo escura caracteristica (Pires, 2021).

Essas variagOes de chas com as folhas da Camellia sinensis sdo bastante consumidas ¢
utilizadas no preparo de kombucha, porém uma planta nativa da regido da caatinga também ¢
facilmente encontrada no comércio. A Erythrina velutina pertence a familia das Fabaceae ¢
trata-se de uma arvore de porte médio, com flores vermelhas ou alaranjadas e madeira macia,
utilizada na produgdo de infusdes comumente conhecidas como cha de Mulungu (Lima et al.,

2022).

2.2. Estudos sobre kombucha.

Estudos demonstram que o processo de fermentagdo tem a capacidade de modificar a
matriz de diversas bebidas a partir de alteragcdes bioquimicas nos compostos, gerando
enriquecimento do perfil metabolico de um alimento. Isso é causado porque a fermentagao
ocasiona a quebra de algumas substancias em outras mais bioativas, acentuando caracteristicas
existentes e originando novos compostos. Nesse contexto, pode-se citar o aumento da
digestibilidade dos nutrientes, assim como de sua biodisponibilidade (Vargas, 2022). Jakubczyk
et al. (2022) demonstraram que a atividade antioxidante pode aumentar em até 3 vezes, € a
concentracdo de compostos fendlicos em até 5 vezes, quando comparadas ao substrato antes da
fermentacdo. O estudo também destaca o aumento das propriedades antifungicas e bactericidas,
bem como a melhora da vida 1til do alimento, associando essas alteragdes a parametros de
processamento, como o tempo de fermentacao.

Esse processo conduzido pela simbiose do SCOBY dé origem a uma bebida rica em
compostos que apresentam diversas propriedades, como por exemplo: agucares, uma gama de
aminoacidos essenciais € nao essenciais, acidos organicos, compostos fendlicos, enzimas
hidroliticas, micronutrientes como vitaminas do complexo B e minerais como Cobre, Ferro,
Manganés e Cobalto, vitaminas hidrossoluveis, polifenoéis, catequinas, teaflavinas e flavonois

além dos produtos inerentes da fermentacdo como o etanol e o didxido de carbono (Vargas,
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2024; Al-Mohammadi et al., 2021). E estes podem ser encontrados tanto na kombucha quanto
em algum tipo de bebida fermentada de kombucha (bebida que possui kombucha como um dos
ingredientes, mas ndo ¢ produzida diretamente a partir da fermentagao pelo SCOBY — do inglés
kombucha fermented beverage, KFB).

A elucidagdo desses e outros compostos (Tabela 2) em matrizes complexas como a
kombucha ou bebidas similares pode se tornar uma tarefa dificil, demandando assim o uso de
mais de uma técnica para tal. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do
inglés Gas Liquid Chromatographic — Mass Spectrometry, GC-MS) trata-se de uma técnica
analitica muito poderosa e amplamente utilizada para a identificacdo e quantificagdo de
compostos quimicos em bases complexas, onde os componentes sdo separados por

cromatografia gasosa e identificados posteriormente na espectrometria de massas.
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Tabela 2: Compilado de compostos comumente encontrados em kombuchas.

Compostos encontrados em kombuchas

Metionina - 4cido 2-amino-4-(metiltio)butanoico
Lisina - acido 2,6-diaminohexanoico
Leucina - &cido (S)-2-amino-4-metilpentanoico
L-isoleucina - acido (285,3S5)-2-amino-3-metilpentanoico
Frutose - (2R,3S,4R,5R)-2,5-Bis(hidroximetil)oxolano-2,3,4-triol
Sacarose - 2-[3,4-dihidroxi-2,5-bis(hidroximetil )tetrahidrofuran-2-il]oxi-6-
(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol
D-glicose - (2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-penta-hidroxiexanal
L-glicose - (25,3R,45,55)-2,3,4,5,6-penta-hidroxiexanal
2-Hydroximetilfurano
2-(4-Hidroxifenil)etanol
1,2,3,4-Tetraidro-2,4-dioxo-5-carboximetiluracil
Acido hexadecanoico
Etil-2-(2,2-dimetilciclopropanocarboxilato)
3,5-Diidroxi-6-metil-2,3-diidroxi-4 H-piran-4-ona
Acido 4-hexil-2,5-diidro-2,5-dioxo-3-furanoacético
3-Methoxi-2,4,6-trimetilciclohex-2-enona
Etil-3,7-diidro-! H-purina-2,6-diona
2,3-Diidrobenzofurano
7,7-Dimetil-1-isobutil hexaidro-2-benzofuran-3a (3 H)-ol
5-Acetoximetil-2-furaldeido
5-Hidroximetilfurfural
Acido 2-hexadecenoico
1,3,7-Trimetil-3,7-diidro-! H-purina-2,6-diona
Fenilalanina - 4cido 2-amino-3-fenilpropanoico
Valina - 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
Alanina - 4cido 2-aminopropanoico
Cisteina - acido (R)-2-amino-3-sulfanil-propanoico
Acido aspartico - 4cido 2-aminobutanodioico
Acido glutamico - (25)-2-aminopentanedioico
Glicina - 4cido 2-aminoetanoico
L-histidina - (S)-2-amino-3-(' H-imidazol-4-il)propanoico
L-Prolina - acido (S)-Pirrolidina-2-carboxilico
Acido acético - 4cido etanoico
Acido gluconico - (2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-Pentahidroxihexandico
Acido tartarico - acido 2,3-dihidroxibutanodidico
Acido citrico - 4cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico
Vitamina C - 3-oxo-L-gulofuranolactona (5R)-5-[(1S5)-1,2-diidroxietil]-3,4-diidroxifurano-
2(5H)-ona

Fonte: Adaptada de Vargas (2024), Al-mohammadi (2021)
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Técnicas analiticas como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncias (CLAE) e
Cromatografia Gasosa (CG) e Espectrometria de Massas (EM) tem sido largamente utilizada
no estudo do perfil metabdlico de diversas bebidas como cervejas, vinhos e cafés de maneira
eficiente e com resultados satisfatorios, porém demandam o uso de padrdes externos, assim
como a necessidade de manipulacdo da amostra o que pode inferir erros na analise (Quifer-

Rada, 2015).

2.3. Aplicagoes da Ressondncia Magnética Nuclear (RMN).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) se mostra uma técnica
muito util e assertiva nesse dmbito de matrizes complexas por ser rapida e de facil preparo,
apresentando alta reprodutibilidade e possibilitando a analise simultdnea de varios metabolitos
presentes na amostra (Nurani et al., 2021). O estudo de perfis quimicos de certos tipos de
bebidas como exemplos cervejas, vinhos ou cafés ¢ onde os espectros gerados a partir de RMN
se mostram fortes aliados. Por meio da comparacdo com espectros de referéncia ¢ possivel
detectar falsificagdes e adulteragdes através das matrizes de bebidas que possuem padrdes de
qualidade e de identidade, ¢ o que mostra Jesus et al. (2024) em seu trabalho “RMN e
Quimiometria na Determinagdo de Perfis Quimicos para a Distingdo entre Cervejas Ale e Lager
Brasileiras”, porém isso demanda uma andlise criteriosa e nem sempre simples, dos resultados
obtidos, que variam o grau de dificuldade a depender da complexidade dessa matriz estudada.

A espectroscopia de RMN traz um espectro geral do perfil quimico que tem relacdo de
proporcionalidade entre a intensidade do sinal obtido e a quantidade de ntcleos que o geraram,
dessa maneira, permite a interpreta¢do e comparacao de diversas caracteristicas, com interesse
investigativo como o teor alcoolico, presenga de acucares e contaminantes. Se aplicados
devidos parametros, o padrdo de formagdo de metabolitos, a proporcionalidade na formagao
desses metabolitos e a comparagdo entre matrizes diferentes para identificar similaridades ou
ndo, permitem uma andlise qualitativa e até mesmo quantitativa da amostra. A Figura 5
demonstra uma comparacdo entre dois tipos de cerveja onde os espectros gerados sao

confrontados para analise do perfil quimico encontrado.
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Figura 5: Comparacio entre espectros de RMN de 'H (500 MHz, D20) de cervejas Ale e Lager brasileiras.
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Fonte: Jesus, 2024.

O autor relaciona a integral obtida em uma mesma regido nas duas amostras, os picos
referentes a agucares residuais, em torno de 4 ppm (Figura 6), para determinar que tipo de
cerveja cada espectro representa, uma vez que seus estudos revelam que cervejas do tipo Ale,
diferentemente das Lager, passam menos tempo em contato com as leveduras levando a um
produto com mais agucares ndo fermentados e ainda utiliza a integral do pico gerado pelo seu

padrdao TMSP-d4 para corroborar com a analise visual das intensidades dos sinais obtidos.

Figura 6: Célculo da integral de regides nos espectros de RMN de 'H (500 MHz, D:0) de cervejas Ale e Lager
brasileiras.
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Fonte: Jesus, 2024.
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O uso de Ressonancia Magnética Nuclear no estudo de kombucha ¢ fortemente
relacionado no fato do baixo manuseio da amostra para a execu¢do da analise e uma rapida
aquisicdo de dados, a partir da correlagdo de dados encontrados na literatura sobre
deslocamentos e acoplamentos quimicos de RMN e os dados integrados de um pico base de
padrdo interno é possivel caracterizar e obter dados quantitativos muitos precisos dos
compostos identificados nos espectros por diversos métodos (Edwards, 2016; Harrison et al.,
2023). Estudos demonstram que na tltima década houve uma crescente demanda de analises de
RMN devido a sua preparacdo simples e resultados precisos, ndo somente com o interesse
qualitativo, mas com demandas quantitativas significativas.

Thai (2018) traz em seu trabalho uma demonstragdo do uso de RMN de maneira
qualitativa na diferenciagdo entre amostras de kombucha comercial, onde a caracterizacao foi
feita pelo uso de um espectro padrao dos compostos € comparagdo com o espectro da amostra

(Figura 7).

Figura 7: Espectro de RMN padrio de etanol (acima) usado na comparagao com o espectro da amostra (abaixo)
para caracterizagao.
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Fonte: THAI, Thanh Thao Sandy, 2018.

O uso de um padrao externo serve como base comparativa na analise dos sinais obtidos
na amostra real, podemos ver que o padrao (em azul) evidencia o sinal que deve ser encontrado

para identificacdo do grupo CH3; da molécula de etanol. Esse mesmo processo permite
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identificar diversos compostos pelo cruzamento de informagdes de trabalhos correlatos e

bancos de dados ja existentes.

3. Objetivo
3.1. Objetivo geral

Investigar o perfil quimico de kombuchas caseiras utilizando espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear, confrontando os resultados obtidos para encontrar uma
combinag¢do de substrato e tipo de agtcar ideal para a prepara¢ao, comparar a preparacao caseira

com a comercial e investigar suas propriedades antioxidantes.

3.2. Objetivo especifico

e Analisar os principais metabolitos presentes em amostras de kombucha
utilizando espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear.

e Comparar as diferencas quimicas entre kombuchas caseiras preparadas com
diferentes matrizes vegetais e agucares, assim como com amostras comerciais.

e Correlacionar os resultados da RMN com a literatura existente sobre os
compostos bioativos da bebida.

e Investigar o impacto do processo de preparo da bebida na quantidade de fenois

totais da bebida.

4. Parte experimental.

4.1. Equipamentos

e Vortex (marca Kasvi modelo basic, 2800 rpm).

e Cuba ultrassonica (marca Cristofoli, 42W).

e Centrifuga (marca Eppendorf modelo centrifuge 5415 C).

e Ressonancia Magnética Nuclear (marca Brucker, modelo Ascend - Magnet
System 400'54 MHz.

e Balanca de precisdo (marca Shimadzu, modelo ATX224)

e Espectrofotdmetro (marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis)
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4.2. Preparo da kombucha caseira

A kombucha caseira foi preparada iniciando-se com a infusdo de 12 g de chd e 120 g de
acucar em 1 L de 4gua em ebulicdo, fora do aquecimento, por 10 minutos em recipiente fechado.
Passado o tempo de infusdo, a mistura foi coada e mantida em repouso para arrefecimento. Na
sequéncia a simbiose SCOBY foi adicionada e o frasco foi fechado com material permeavel
(voal ou papel toalha). A simbiose foi mantida em contato com o cha por 7 dias em local arejado
protegido da luz, essa etapa ¢ dita primeira fermentagao.

A segunda fermentacdo aconteceu apods os 7 dias. O liquido foi separado e em seguida
foi adicionado mais 1 L de ché para fermentar por mais 2 dias sem a presenca da simbiose, em
recipiente tampado e sob refrigeracao.

As amostras preparadas para o estudo foram a partir de chéd verde, cha preto e cha
mulungu, e os agucares utilizados no processo de fabricagdo do chd foram acgucar cristal
(sacarose), glicose, frutose, aglicar de coco, aglicar demerara, actcar de confeiteiro e agtcar

mascavo.

4.3. Preparo da kombucha comercial

As amostras comerciais foram adquiridas no mercado local, nos sabores cha verde com
tangerina, cha verde com maracuj4, cha verde com limdo e gengibre, chd verde com maga,
canela e hibisco, chd verde com frutas vermelhas, ch4 verde orgéanico, cha preto com guarana.

Para a realizagdo das andlises, as amostras foram retiradas da refrigeracdo sem agitar,
conforme recomendagdo do fabricante, abertas, submetidas a vortice por 1 minuto, banho

ultrassonico por 5 minutos e centrifugacdo a 10 mil rpm por 5 minutos.

4.4. Andlises de Ressondncia Magnética Nuclear

As amostras caseiras e comerciais foram analisadas de maneira andloga. Em um tubo de
RMN de 5 mm foram adicionados 400 pL de kombucha e 100 pL de D>O contendo 0,025% em
massa de TMSP-d4, que foi usado como referéncia interna ajustado para 0,0 ppm, esse preparo
foi feito em triplicata. Os espectros de 'H foram gerados através da sequéncia de pulsos
NOESYPRI1d (Bruker) com uma janela de 15 ppm, 32 scans com tempo de relaxamento de 3

segundos e tempo de aquisicao de 5 segundos e processados no software Brucker TopSpin 4.1.
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4.5. Ensaio para determinagdo de fendis totais

O método de andlise do percentual de fenois totais na amostra foi executado como
descrito por Oliveira et al. (2023) e Lima (2023). O preparo da solugdo de Carbonato de Sodio
com concentragdo de 7,5 m/V-! utilizou-se de 11,25 g de Carbonato de Sodio, solubilizado em
agua destilada suficiente para completar o volume de 150,0 mL. Para o preparo da solucdo de
Folin-Ciocateu com concentragdo de 10% V/V, 30,0 mL do reagente Folin-Ciocateu foi
solubilizado em 4gua destilada suficiente para completar o volume de 150,0 mL. As amostras
analisadas no ensaio foram kombucha caseira preparada e saborizada com cha Mulungu,
kombucha comercial de sabor cha verde orgénico e o chd mulungu utilizado como substrato no
preparo da amostra caseira, todas foram diluidas 5 vezes para garantir que a leitura da
absorbancia caia dentro da faixa linear da curva de calibragdo de acordo com um teste de
diluicdo feito previamente, para essa dilui¢do 2,0 mL de cada amostra foram solubilizados em
agua destilada suficiente para completar o volume de 10,0 mL.

Neste ensaio os resultados obtidos com as amostras sdo confrontados com resultados
obtidos através de uma curva analitica construida a partir de solu¢des de 4cido galico nas
concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 ug/mL. O preparo dessas solugdes
foi feito em 2 etapas de diluicdo a partir de uma solucdo mais concentrada (1000 pg/mL)
preparada a partir da dissolucao de 0,010 g de acido galico em metanol suficiente para o volume
de 10,0 mL de solucdo. A primeira etapa foi feita solubilizando 2,0 mL da solugdo concentrada
com metanol para um volume total de 20,0 mL de solugdo (concentracdo de 100 ug/mL) e a
segunda etapa da dilui¢do foi feita segundo o que ¢ expresso na Tabela 3 para a obtengdo das

concentragdes finais desejadas para o ensaio.
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Tabela 3: Diluigdes da solugo de acido galico 100 pug/mL para obteng@o das concentragdes de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ¢ 60 pg/mL.

Diluigdes da solugio de Acido Galico

Concentracdo final Volume da solu¢do Volume de metanol

desejada (ug/mL)  concentrada (mL) (mL) Volume final (mL)
5,00 0,10 1,90 2,00
10,00 0,20 1,80 2,00
15,00 0,30 1,70 2,00
20,00 0,40 1,60 2,00
25,00 0,50 1,50 2,00
30,00 0,60 1,40 2,00
35,00 0,70 1,30 2,00
40,00 0,80 1,20 2,00
45,00 0,90 1,10 2,00
50,00 1,00 1,00 2,00
55,00 1,10 0,90 2,00
60,00 1,20 0,80 2,00

Fonte: Proprio autor, 2025.

Para a construcdo da curva de 4cido gélico, foi adicionado a uma aliquota de 0,5 mL da
solu¢do do acido, 2,5 mL da solugdo de Folin e posteriormente 2,0 mL da solu¢ao de Carbonato
de Sodio, respectivamente. Esse preparo foi feito para cada uma das concentragdes descritas na
Tabela 4 e em triplicata. Para as amostras de kombucha caseira, kombucha comercial e do Cha,
a 0,5 mL das respectivas solu¢des diluidas foram adicionadas 2,5 mL da solu¢do de Folin e
posteriormente 2,0 mL da solucdo de Carbonato de Sddio, respectivamente. Apds o preparo as
amostras reagiram por 5 minutos em banho maria, a 50°C, inicialmente a amostra apresenta
uma cor amarelo esverdeado, que corresponde a cor do reagente de Folin inicialmente, passado
o tempo de reagdo a amostra adquiri uma cor azul que varia sua intensidade diretamente
proporcional a quantidade de compostos fendlicos na amostra (Figura 8), apos o tempo de

reagdo a leitura da absorbancia em 760 nm em espectrofotdmetro foi realizada em triplicata.
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Figura 8: Mudanga da colorac¢do durante a reacdo no teste de Folin.

Antes da reagéao Apoés areagao

Banho maria
por 5 minutos

Fonte: Proprio autor, 2025.

5. Resultados e discussoes

5.1. Experimento RMN

Um dos objetivos do trabalho em questdo era investigar a atuagdo do metabolismo
executado pela simbiose na matriz vegetal, ja que as propriedades terapéuticas sdo atribuidas a
bebida apos o processo de fermentagdo e o substrato utilizado no preparo da kombucha ¢ muito
conhecido por possuir naturalmente um grande teor antioxidante além de outras caracteristicas
inerentes a sua natureza. Uma amostra de cada cha adocado foi preparada e analisada para servir

de uma leitura em branco, ou seja, antes de entrar em contato com o SCOBY (Figura 9).
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Figura 9: Comparacio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) do ché verde (azul), cha preto
(vermelho) e cha mulungu (verde) com sacarose antes da fermentag@o na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Por meio da Figura 9 podemos constatar que as amostras inicialmente ndo possuem
nenhum sinal de maneira significativamente visivel nas regides entre 5,3 ¢ 4,3 ppm e 3,3 ¢ 0,0
ppm. Existe uma diversidade de sinais entre 4,3 e 3,3 ppm, resultado da mistura de compostos
presentes na sacarose € no cha utilizado, além de um sinal isolado na regido de 5,4 ppm também
pertencente a sacarose da amostra e um pequeno sinal em 0,0 ppm, que se trata do padrao
TMSPd-4.

Quando confrontamos o espectro obtido em cada amostra de chd com as respectivas
amostras apos o processo de fermentagdo em contato com a simbiose (Figura 10, 11 e 12)
observamos que existe uma visivel modificag@o justamente nas regides sinalizadas, onde temos
sinais que sdo resultados do processo metabdlico da simbiose, onde principalmente os agucares
sdo consumidos gerando novos compostos que alteram as propriedades da matriz utilizada,

conferindo as caracteristicas comuns da bebida.
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Figura 10: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) da kombucha de cha verde (azul)
com o cha verde puro (vermelho) na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Figura 11: Comparagdo entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D:0) da kombucha de ch4 preto (azul) com
o cha preto puro (vermelho) na regido entre 6,0 e 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Figura 12: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D>0) da kombucha de cha mulungu (azul)
com o cha mulungu puro (vermelho) na regido entre 6,0 e 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Nota-se que a regido entre 4,3 e 3,3 ppm mantém muito do padrdo inicial dos sinais
antes da fermentacdo, tendo apenas algumas mudancgas de intensidade dos sinais. Essa regido ¢
muito caracteristica para hidrogénios de agucares, como exemplo os sinais de dupleto
caracteristicos de hidrogénios anoméricos da sacarose em torno de 4,25 — 4,15 ppm, que estdo
presentes na amostra antes da fermenta¢do e que podem continuar presentes apos 0 processo
como residuo da fermentacao que ndo consome toda a matéria, assim como temos que os sinais
de H referentes a glicose coincidem nessa mesma regido, sendo a glicose um produto da quebra
da sacarose que ocorre durante a a¢do da simbiose. Além disso, temos outros sinais menos
intensos que podemos atribuir aos demais prétons dos anéis da glicose e da frutose que
apresentam uma quantidade grande de sinais multiplos formados por uma série de pequenos
picos em torno de 4,0 — 3,9 ppm. Regido em que também ¢ comum encontrarmos sinais
oriundos de glicerol, um produto que ¢ resultado do preparo da kombucha e derivados
oxigenados de compostos fendlicos que sdo comuns na amostra do chd. Essa grande
multiplicidade de sinais em uma mesma regido, oriundos de produtos que encontramos na
matriz vegetal e que se convertem em produtos encontrados na kombucha, causa essa pouca
variagdo no perfil metabdlico entre 4,3 e 3,3 ppm.

Analisando os trés espectros gerados pelas amostras de kombucha com as trés variagdes
de cha preparadas com sacarose como acgucar (Figura 13), nota-se que esse padrao de formagao
de compostos que foi discutido, se mantém de uma maneira geral independente da troca da
matriz vegetal, sendo possivel observar apenas mudangas relacionadas as intensidades dos

sinais encontrados. A propor¢ao de matéria prima de ché e agtcar utilizada para a fabricagdo da
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bebida ¢ de uma parte de cha, para 10 partes de agucar, esse pode ser o motivo de o padrao de
formag¢do dos metabolitos ndo sofrer grande alteracdo, j4 que a propor¢do de aglicar ¢

significativamente, podendo assim suprimir os sinais que sdo provenientes da matriz vegetal.

Figura 13: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) de kombuchas preparadas com ché
verde (azul), cha preto (vermelho) e cha mulungu (verde) com sacarose na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.

Kombucha de chd mulungu
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Y |
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Para corroborar o argumento de que a matriz vegetal demonstra pouca mudanca nas
caracteristicas mais observadas de maneira geral nas kombuchas e que sim o actcar utilizado
tem um fator de maior relevancia nos resultados observados, as Figuras 14, 15 e 16 trazem um
compilado para cada tipo de chd, verde, preto e mulungu preparado com cada tipo de actcar
utilizado no estudo, sacarose, glicose, frutose, acicar mascavo, agiicar demerara, agucar de

confeiteiro e agucar de coco.



Figura 14: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D>O) preparados com cha verde e
diferentes tipos de agucares na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Figura 15: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) preparados com cha preto e
diferentes tipos de agucares na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Figura 16: Comparacio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) preparados com cha preto e
diferentes tipos de agucares na regido entre 6,0 ¢ 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Observa-se que agora notamos uma diferenca mais significativa, principalmente na
regido de 4,3 a 3,3 ppm, ndo somente na intensidade, mas na natureza do pico. A diversidade
maior de sinais encontrada nos espectros esta diretamente ligada ao tipo de agucar utilizado e a
como a simbiose utiliza essa matéria-prima, com mais ou menos eficiéncia; isso cria um perfil
com intensidade de sinais dos acucares residuais proporcional.

Quanto aos demais sinais que sdo evidentes, podemos ressaltar que eles variam de
intensidade mantendo o padrao anterior, ja que eles sdo resultado do metabolismo dos agucares
usados na producao do ché, sendo assim, a depender da disponibilidade do tipo do agucar para
0s processos que a simbiose ira o submeter, teremos sinais com intensidade proporcional,
justamente esses detalhes que podem conferir caracteristicas diferentes as bebidas, sendo
algumas perceptiveis durante o consumo, como dulcor, cor, aroma, acidez e teor alcodlico,
outras que podemos perceber analisando os processos quimicos envolvidos, como a presenca
de compostos com propriedades terapéuticas.

A fermentagdo ¢ um processo muito bem relatado e pode ser entendida da seguinte
maneira: a sacarose na amostra passa por uma hidrolise enzimatica executada pela simbiose e
se quebra em glicose e frutose, sendo a glicose submetida a um processo de fermentagao
alcoolica gerando etanol e géas carbdnico e por fim o etanol gerado ¢ transformado em 4cido

acético por bactérias acéticas. Podemos corroborar com essa andlise através da interpretagdo de
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algumas informagdes contidas nos espectros gerados pela variagdo do tipo de acticar utilizado
no preparo do ché base da fermentacao. Os resultados obtidos das amostras a partir de sacarose,

glicose e frutose separadamente estdo expostos na Figura 17.

Figura 17: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) preparados com cha mulungu e
sacarose (azul), glicose (vermelho) e frutose (verde) na regido entre 5,4 ¢ 4,6 ppm.
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Glicose
/ ‘/0
Sacarose a-Glicose B-Glicose
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Analisando os intervalos onde temos sinais caracteristicos da sacarose, da alfa e beta
glicose, vemos um comportamento que corrobora a literatura, como exemplo, a sacarose que
ndo tem sinal significativo na amostra feita puramente de glicose e frutose e a glicose que nao
¢ identificada na amostra feita puramente com frutose. A Figura 18 demonstra sinais que
também vao de encontro com o relatado na literatura, a intensidade do sinal referente ao etanol
apresenta menor intensidade na amostra preparada com frutose, uma vez que o processo que
gera o etanol ¢ a fermentagdo alcoodlica da glicose, e por sua vez também mostra uma menor

intensidade de acido acético, ja que sua formagao vem a partir do etanol pelas bactérias acéticas.
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Figura 18: Comparacio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) preparados com cha mulungu e
sacarose (azul), glicose (vermelho) e frutose (verde) na regido entre 2,1 e 1,2 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

A partir da andlise dos espectros e confrontando os dados com os encontrados na
literatura, € possivel caracterizar os principais picos que sdo encontrados nos espectros de todas

as amostras (Figuras 19, 20 e 21).

Figura 19: Caracterizagio dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20);
amostra de chd mulungu com sacarose na regiao entre 2,7 ¢ 1,1 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Figura 20: Caracterizagio dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20);
amostra de chd mulungu com sacarose na regiao entre 4,3 e 3,6 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Figura 21: Caracterizagdo dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400
MHz, D:0); amostra de cha mulungu com sacarose na regido entre 5,5 e 4,6 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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As amostras comerciais analisadas seguem uma linha de raciocinio similar,

demonstrando um padrdo comum de formag¢ao dos metabolitos de maneira geral (Figura 22).
Figura 22: Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D>0) de amostras de kombucha comercial
de sabores diversos na regido entre 6,0 e 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Analisando as regides ja discutidas nas amostras caseiras, observamos que os produtos
encontrados nas amostras comerciais sdo de mesma natureza, as Figuras 23, 24, 25 trazem uma
caracterizagcdo em setores onde conseguimos encontrar com sinais minimamente apreciaveis

todos os compostos encontrados na kombucha de preparo caseiro.
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Figura 23: Caracterizagio dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20)
das kombuchas comerciais de sabores diversos na regido entre 5,5 a 4,5 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Figura 24: Caracterizagio dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20)
das kombuchas comerciais de sabores diversos na regido entre 4,3 a 3,6 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Figura 25: Caracterizagio dos principais compostos evidenciados nos espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20)

das kombuchas comerciais de sabores diversos na regido entre 2,7 a 1,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Quando comparada uma amostra de kombucha caseira com uma amostra de kombucha

comercial com sabores similares para que os padroes de metabolitos sejam o mais coincidentes

possivel (Figura 26), nota-se que a amostra caseira apresenta um perfil de aglicares residuais

muito mais intenso que a amostra comercial e de maneira inversamente proporcional, uma

elevada intensidade nos sinais do acido acético e do etanol, indicando a possibilidade de um

tempo maior de fermentagdo o que leva o consumo maior dos acgucares e diretamente ao uma

producdo maior dos produtos da fermentacao (Figuras 27 e 28).
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Figura 26: Comparagéo entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D>0) de amostra de kombucha
caseira em vermelho e comercial de sabor cha verde em azul na regido entre 6,0 a 0,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Figura 27: Comparagéo entre os espectros de RMN de "H (400 MHz, D,0) de amostra de kombucha
caseira em vermelho e comercial de sabor cha verde em azul na regido entre 5,4 a 4,0 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Figura 28: Comparagdo entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D20) de amostra de kombucha
caseira em vermelho e comercial de sabor cha verde em azul na regido entre 2,2 a 1,1 ppm.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

5.2. Ensaio para determinacao do teor total de fenois.

A Tabela 4 exibe os valores das triplicatas das absorbancias a 760,0 nandmetros (nm)
obtidas para cada uma das concentragdes de 5 a 60 pg/mL de acido galico. A Tabela 5 traz os
valores das absorbancias corrigidas, que se trata da absorbancia da amostra subtraida da

absorbancia do branco, além da média da absorbancia corrigida e do desvio padrao.
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Tabela 4: Valores das triplicatas das absorbancias a 760,0 nandmetros (nm) obtidas para cada uma das
concentragdes de 5 a 60 pg/mL de acido galico.

Absorbancias para a soluciio de Acido Galico

Concentracio (ng/mL) Absorbéncia (760 nm) (triplicata)
Branco 0,122 0,105 0,118
5,0 0,213 0,196 0,183
10,0 0,215 0,215 0,234
15,0 0,287 0,244 0,231
20,0 0,339 0,357 0,370
25,0 0,438 0,428 0,446
30,0 0,475 0,476 0,488
35,0 0,568 0,556 0,537
40,0 0,586 0,600 0,584
45,0 0,642 0,655 0,635
50,0 0,732 0,745 0,758
55,0 0,802 0,790 0,774
60,0 0,884 0,873 0,890

Fonte: Proprio autor, 2025.

Tabela 5: Medidas das Absorbéncias corrigidas para a solugdo de Acido Galico a 760,0 nm, média e desvio
padrao.

Medidas das Absorbancias corrigidas para Acido Galico, média e desvio padrio.

Absorbéancia corrigida (760 nm) (triplicata) Média Desvio Padrao
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,091 0,091 0,065 0,082 0,015
0,093 0,110 0,116 0,106 0,012
0,165 0,139 0,113 0,139 0,026
0,217 0,252 0,252 0,240 0,020
0,316 0,323 0,328 0,322 0,006
0,353 0,371 0,370 0,365 0,010
0,446 0,451 0,419 0,439 0,017
0,464 0,495 0,466 0,475 0,017
0,520 0,550 0,517 0,529 0,018
0,610 0,640 0,640 0,630 0,017
0,680 0,685 0,656 0,674 0,016
0,762 0,768 0,772 0,767 0,005

Fonte: Proprio autor, 2025.
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Utilizando a média das absorbancias de cada amostra, podemos exibir de maneira grafica os
resultados da absorbancia vs concentracdo de acido galico, para criar uma curva de calibragao

(Figura 29).

Figura 29: Representacio grafica da Absorbancia vs Concentragio de Acido Galico.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

O gréfico da curva de calibragdo apresenta equagdo da reta y = 0,3333x onde podemos
correlacionar o valor referente ao eixo x com a concentracdo de Acido Galico e o valor referente
ao eixo y com a absorbancia medida a 760 nm, logo podemos reescrever a equagdo como A =
0,333C, onde A ¢ absorbancia e C ¢ concentragdo em pg/mL.

As medidas obtidas no ensaio com as amostras do cha mulungu, da kombucha caseira
sabor cha mulungu e da kombucha comercial sabor cha verde organico sdo expressos na Tabela
6. Assim como os valores das absorbancias corrigidas, a média das absorbancias corrigidas € o

desvio padrao sdo exibidos na Tabela 7.
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Tabela 6: Medidas as absorbancias a 760 nm das amostras de chd mulungu, kombucha caseira e kombucha
comercial.

Medidas das Absorbancias corrigidas das amostras a 760 nm

Triplicatas
Branco 0,125 0,112 0,116
Amostra cha mulungu 0,207 0,213 0,198
kombucha caseira 0,476 0,468 0,488
kombucha comercial 1.384 1.362 1.418

Fonte: Proprio autor, 2025.

Tabela 7: Absorbancias corrigidas a 760 nm das amostras de chd mulungu, kombucha caseira e kombucha
comercial, média e desvio padrao.

Medidas das Absorbancias corrigidas das amostras a 760 nm

. (g Desvio

Triplicatas Média Padrio
Amostra Cha Mulungu 0,082 0,101 0,082 0,088 0,011
Kombucha Caseira 0,351 0,356 0,372 0,360 0,011
Kombucha Comercial 1,259 1,250 1,302 1,270 0,028

Fonte: Proprio autor.

Para quantificar o teor total de fendis presente em cada amostra analisada utilizou-se a
equacdo da reta gerada pela curva de calibracdo do 4cido galico escrita em termos de
concentragdo e absorbancia, isolando a concentragao e utilizando a absorbancia média corrigida
de cada amostra (Figura 30) em pg de acido galico por mL de amostra. O resultado obtido foi
multiplicado por 5 como fator de corregdo a dilui¢do inicial da amostra que foi de 5 vezes, dessa

maneira, temos os resultados expostos na Figura 31.

Figura 30: Equagao da reta escrita em termos de absorbancia (A) e concentracdo (C) e modificagdo da
equagdo da reta para calculo da concentragdo.

A
0,3333

A =0,3333C C =

Fonte: Proprio autor, 2025.



49

Figura 31: Concentragdo em pg de 4cido géalico por mL de amostra.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Os dados obtidos demonstram um aumento muito expressivo na quantidade de fenois
totais encontrados nas amostras, o alto potencial antioxidante de chas é bastante conhecido e
retratado na literatura logo espera-se que a concentragdo de fendis seja diretamente
proporcional, a acdo da simbiose sob a matriz vegetal, causou um aumento de pouco mais de 4
vezes na concentracdo de compostos fenolicos, resultados muito similares ao relatado por
Jakubczyk et al. (2022), aumento esse que pode ser relacionado diretamente ao teor antioxidante
da bebida. A amostra comercial apresentou um total de compostos fendlicos pouco maior que
14 vezes se comparado ao substrato inicial, porém ¢é necessario ressaltar que as proporcdes de
ché e dgua para o preparo do substrato base da amostra comercial, bem como os parametros de
fermentagdo em contato com a simbiose, somado ao fato que a diluigdo de 5 vezes a que todas
as amostras foram submetidas, foi ineficiente em diluir a amostra para que a medida da
absorbancia ficasse dentro dos limites, porém permitem constatar que existe uma concentragao

bem elevada se comparada a amostra caseira (cerca de 3,5 vezes maior).
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6. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a kombucha é uma bebida
fermentada de grande complexidade quimica, cujo perfil final ¢ influenciado por diversos
fatores de producdo, embora nenhum deles se destaque como exclusivamente determinante. A
comparagdo entre as amostras que diferiram apenas pelo tipo de chd mostrou que a matriz
vegetal exerce influéncia modesta no perfil quimico, possivelmente em funcdo de sua baixa
proporgao relativa ao agticar, cerca de dez vezes menor. Assim, o agucar utilizado no preparo
emerge como um dos principais responsaveis pelas caracteristicas observadas nos espectros,
especialmente no que diz respeito aos acucares residuais ndo consumidos durante o
metabolismo da simbiose microbiana, que depende de fatores como sazonalidade e localizagao
geografica da cultura mae (SCOBY).

Do ponto de vista das propriedades organolépticas, a kombucha ¢ uma bebida
consumida com o intuito de uma alimentagao saudavel, leve e agradavel que se alia a algum
tipo de propriedade probidtica e terapéutica. Partindo desse ponto de vista, as analises por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiram identificar compostos caracteristicos da
fermentagdo, como acidos organicos, agucares residuais, etanol e outros metabolitos, sendo
possivel citar que algumas caracteristicas ndo sejam pretendidas ao final do processo, como por
exemplo um alto teor acético, que deixa a bebida com um sabor “avinagrado”, um cheiro forte
e desagradavel, pouco dulcor e um teor alcoolico consideravel, uma vez que a kombucha ndo ¢
consumida no intuito de obter efeitos causados por bebidas alcdolicas. Os perfis obtidos por
amostras puras de glicose e frutose demonstram baixo teor de agucares residuais e altos teores
de acido acético ou etanol. As amostras que foram preparadas a partir de sacarose, agticar de
coco, agucar demerara e agucar de confeiteiro demonstram certa similaridade ja que a diferenga
entre eles se baseia basicamente no nivel de processamento industrial recebido, as pequenas
diferencas observadas podem ser confrontadas com o principio de que o preparo caseiro
pretende ser mais simples e pratico com ingredientes que sdo mais acessiveis, sendo assim a
sacarose traz um intermediario em acessibilidade e um perfil metabolico rico em agucares
residuais e uma propor¢do, comparativamente com os demais, balanceada em niveis de acido
acético e etanol. Quanto a matriz vegetal, ndo apresenta diferencas significativas na alteragao
dos chas, levando em vista a produgdo caseira, o chd mulungu ¢ uma espécie nativa da regiao
de caatinga, portanto, ndo enfrenta problemas de sazonalidade e ¢ facilmente encontrado na

regido.
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O ensaio de fenois totais traz a tona uma variagdo apreciavel do teor de compostos
fendlicos quando comparamos a matriz vegetal com a kombucha pronta, cerca de 5 vezes maior.
O mesmo pode ser dito quando comparamos a amostra caseira com a comercial, sendo essa
maior em teor total de fenois, até mesmo excedendo o limite da curva de calibragao.

Se confrontarmos esse fato as andlises comparativas dos espectros de RMN observamos
que essa quantidade maior de compostos fenolicos pode ser resultado de um processo de
fermentacdo mais prolongado, j& que ¢ observado nos espectros das amostras comerciais um
baixo teor de agticares residuais e um alto teor dos produtos naturais da fermentacao. O processo
de fabricacdo das amostras comerciais ndo ¢ exposto ao publico, entdo essa afirmativa ndo ¢
totalmente assertiva, o mesmo sobre os teores de compostos fendlicos, ndo ¢ sabido se esses
compostos sdo acrescentados para aumentar a vida 1til da bebida ou similar.

No que diz respeito ao preparo caseiro, os resultados indicam auséncia de diferengas
significativas decorrentes da mudanca do tipo de cha ou do tipo de actcar utilizado. Essa baixa
discriminacdo pode estar relacionada as elevadas concentracdes de acucar residual, etanol e
acido acético, que acabam mascarando outros sinais nos espectros. Assim, novas analises, como
a aplicacdo de supressao seletiva de multiplos sinais intensos, sdo recomendadas para permitir
a identificacao de diferengas mais sutis entre as amostras.

Considerando todos esses aspectos, a kombucha caseira preparada com chd de mulungu
e sacarose se apresenta como uma escolha adequada, associando uma espécie vegetal nativa e
facilmente disponivel na regido a um agticar amplamente acessivel e de baixo custo, conciliando

praticidade e um perfil quimico compativel com a produ¢do doméstica.
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