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RESUMO

O kombucha consiste numa bebida fermentada feita com cha verde (CV) ou preto
(CP) acgucarado, acrescentada a uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras
chamada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts). O resultado € uma
bebida doce, acida e gaseificada. Ha relatos, de que a bebida possui propriedades
desintoxicantes e de prevengédo a males digestivos e circulatorios. A cajuina (CAJ),
também é um produto valorizado pelo seu potencial antioxidante, além do seu
precioso paladar. E uma bebida tipicamente produzida no estado do Piaui, através da
clarificagdo do suco de caju puro, sem adi¢ao de agucar e conservantes. Esse estudo
propde produzir kombucha de CV e CP, adicionando a CAJ a partir de uma segunda
fermentacao e avaliar os efeitos na atividade antioxidante dos produtos. Apds preparo
do CV ou CP, os mesmos foram acucarados e acrescentados ao SCOBY para
fermentacgdo inicial (7 dias) e secundaria com CAJ (3 dias). As amostras liofilizadas
foram diluidas em diferentes concentracdes para avaliacdo do potencial antioxidante
in vitro: capacidade antioxidante total (CAT), poder redutor, sequestro de radical
hidroxila (OH*), sequestro de radical superdxido (O2e-) e quelagdo cuprica. Foram
obtidos: kombucha de cha verde (KCV); kombucha de cha preto (KCP) e kombucha
de cajuina de cha verde (KCCV). O KCV apresentou CAT de aproximadamente 300
mg EAA/g., porém, o valor de CAT em KCCV foi menor que seu kombucha controle,
sem cajuina (KCV). Contudo, no teste de poder redutor, o KCCV mostrou-se mais
potente que KCV nas diferentes concentragées testadas (0,25 mg/mL;0,5 mg/mL; 1
mg/mL). No ensaio antioxidante de sequestro de Oze- os valores variaram entre 20%
para CV e 30% para KCV (0,5 mg/mL). Nesta mesma concentragao todas as amostras
apresentaram altas porcentagens de sequestro de OHe chegando a valores para
KCCV préximos a 100%. Em relagao a atividade quelante de ions de cobre observou-
se atividade de cerca de 40% para o KCCV e 90% nas demais amostras, sem
diferenga estatistica entre elas. Portanto, a capacidade doadora de elétrons (poder
redutor), o sequestro de OH+ e a quelacgao cuprica foram considerados os principais
mecanismos dos kombucha produzidos (KCV, KCCV). O estudo aponta para a
necessidade de investigagdes mais aprofundadas no ambito fitoquimico e bioldgico
dos produtos formados na fermentacgao.

Palavras-Chave: antioxidantes in vitro; cha verde; cha preto.



ABSTRACT

Kombucha consists of a fermented beverage made with sweetened green (CV) or
black (CP) tea, added to a symbiotic culture of bacteria and yeast called SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts). The result is a sweet, acidic and
carbonated drink. There are reports that the drink has detoxifying properties and
prevents digestive and circulatory problems. Cajuina (CAJ), is also a product valued
for its antioxidant potential, in addition to its precious taste. It is a drink typically
produced in the state of Piaui, through the clarification of pure cashew juice, without
adding sugar or preservatives. This study proposes to produce CV and CP kombucha,
adding to CAJ from a second fermentation and to evaluate the effects on the
antioxidant activity of the products. After preparing the CV or CP, they were sugared
and added to the SCOBY for initial fermentation (7 days) and secondary fermentation
with CAJ (3 days). The lyophilized samples were diluted in different concentrations to
evaluate the in vitro antioxidant potential: total antioxidant capacity (TAC), reducing
power, hydroxyl radical (OH+) scavenging, superoxide radical (O2+-) scavenging and
cupric chelation. The following were obtained: green tea kombucha (KCV); black tea
kombucha (KCP) and green tea cashew kombucha (KCCV). KCV had a CAT of
approximately 300 mg EAA/g. However, the CAT value in KCCV was lower than its
control kombucha without cashew (KCV). However, in the test of reducing power,
KCCV was more potent than KCV in the different concentrations tested (0.25 mg/mL;
0.5 mg/mL; 1 mg/mL). In the antioxidant assay of O.e- sequestration, values varied
between 20% for CV and 30% for KCV (0.5 mg/mL). At this same concentration, all
samples showed high percentages of OHe sequestration, reaching values for KCCV
close to 100%. Regarding the chelating activity of copper ions, an activity of about 40%
was observed for KCCV and 90% for the other samples, with no statistical difference
between them. Therefore, the electron donating capacity (reducing power), OHe
sequestration and cupric chelation were considered the main mechanisms of produced
kombucha (KCV, KCCV). The study points to the need for more in-depth investigations
in the phytochemical and biological scope of the products formed in fermentation.

Key words: in vitro; antioxidants; green tea; black tea.
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1 INTRODUGAO

O cha é sem duvida umas das preparagdes mais consumidas no mundo, apos
a agua (JUNGMIN et al., 2013) Segundo McGee (2014, p. 483), o arbusto das folhas
de cha, Camellia sinenses, € natural do sudoeste Asiatico e sul da China. Suas folhas
sdo ricas em cafeina, e ja eram mascadas desde a pré-histéria, bem como suas folhas
possuem um rico aminoacido, que soO existe nele, a teanina (McGee, 2014, p.488).
Nos paises do Oriente 0 mesmo era tomado pelas suas propriedades estimulantes,
desintoxicantes e medicinais, sendo considerado como uma bebida da longevidade
(SANTOS, 2016).

O autor supracitado ressalta que das variedades de Camellia sinenses, produz
diversos ch4, sendo o cha preto, verde e oolong o mais consumido no mundo, tendo
um sabor levemente acido e amargo. Sua fabricagéo envolve varias etapas, uma delas
€ o processo em que as folhas apds colheita, serdo desidratadas, ou seja, perca de
sua agua por evaporagao e torna-la fisicamente mais fragil, quanto mais longo o
periodo de emurchamento, mais profundo sera seu sabor, cor das folhas e da infuséo
feita com elas.

Com base nessas propriedades descritas, surgiu o kombucha, que consiste
numa bebida fermentada geralmente feita com cha verde ou preto agucarado, na qual
€ acrescentada uma cultura de bactéria e leveduras chamada “SCOBY ou mae da
kombucha”. O resultado € uma bebida doce, levemente acida e gaseificada.

Considerando algumas caracteristicas organolépticas e modo de preparacgéo,
conforme descrito anteriormente, Santos (2016) relatam que os consumidores desta
bebida afirmam que a mesma possui propriedades desintoxicantes probidticas e
assim reduz o nivel de colesterol, promove o bom funcionamento do figado, previne
problemas digestivos e circulatérios, entre outras.

Tendo em vista o0 modo de preparagao da kombucha, surge como opg¢ao de
saborizagao a cajuina feita do pedunculo de caju que é uma matéria-prima rica em
nutrientes e pode ser manuseado de maneira a se obter produtos com maior valor
agregado e de menor perecibilidade (ABREU, 2004). Considerando que, “a cajuina
nao € nada mais que um suco de caju puro, clarificado, sem adicdo de acgucar e
conservantes, acondicionados em garrafas que sédo colocadas por um longo periodo
de cozimento em banho-maria, para o liquido adquirir uma coloragcdo ambar e um
sabor caracteristico” (ABREU; SOUZA, 2004, p.9-10).
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Com isso, questiona-se se a utilizagdo da cajuina na saborizagdo das
kombuchas de cha verde e cha preto poderia fornecer algum beneficio antioxidante.
Nessa perspectiva, tem-se o seguinte problema de pesquisa: a kombucha de cajuina

possui atividade antioxidante superior aos kombuchas tradicionais?

1.1 OBJETIVOS

Como parte do processo de construcdo do trabalho a ser realizado, sera

necessario elencar o nosso objetivo geral e objetivos especificos.

1.1.1 OBJETIVO GERAL

) Analisar possiveis efeitos antioxidantes da kombucha de cajuina, por diferentes

métodos in vitro.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Produzir a kombucha de cha preto e verde;
° Desenvolver a kombucha de cajuina com cha preto e verde;
° Determinar atividades antioxidantes da kombucha de cajuina, cha verde e cha

preto, atraveés de testes in vitro;

° Comparar as atividades antioxidantes das diferentes kombuchas.

1.2 JUSTIFICATIVA

Nesse contexto, visando enaltecer um produto tipico do estado do Piaui, a
cajuina, produto natural, resultante da clarificagcdo do suco do caju, bem como a
kombucha produto considerado um alimento funcional, e levando em consideragao os
resultados benéficos de seu consumo atribuidos ao efeito sinérgico principalmente
entre as moléculas resultantes do processo de fermentagao, o que torna uma bebida
com potenciais propriedades benéficas para a saude. Assim surgiu o interesse no
estudo das propriedades antioxidantes. O trabalho propée produzir kombucha de chas
convencionais (preto e verde), assim adicionando a cajuina a partir de uma segunda

fermentagao para comparar os efeitos na atividade antioxidante dos produtos.
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Por fim, a relevancia deste estudo consiste em comprovar cientificamente que
a kombucha de cajuina possui propriedades benéficas a saude, propondo a
divulgacdo em meio académico dos resultados e discussdes, a fim de contribuir com

novos estudos e pesquisas sobre a tematica.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Dando continuidade a producido da dissertagcdo se necessario a escrita da
fundamentacéo tedrica que consiste na discursao e revisdo de textos, artigos, livros,

etc. Para a demonstrar o que sera proposto no trabalho.

2.1 KOMBUCHA: HISTORIA, PRODUCAO E BENEFICIOS

Kombucha é uma bebida originaria do Oriente e hoje bastante expandida no
Ocidente (PALUDO, 2017). Os primeiros registros desta bebida datam de cerca de
221 a.C., onde era conhecida como “o cha da imortalidade”. De acordo com Jayabalan
et al. (2014, p. 538) “‘em 414 d.C., um médico de nome Kombu teria levado a
kombucha da Coréia para o Japao para curar os problemas digestivos do Imperador
Inkyo.”

A disseminagao da kombucha ocorreu no inicio do século XX, com a expansao

das rotas comerciais. Desse modo,

[...] @ kombucha veio para o Ocidente pela Mongdlia e foi introduzida na
Russia, onde depois seguiu para a Polbnia durante a Primeira Guerra
Mundial. Depois da guerra, a kombucha ja estava presente na Alemanha e
Dinamarca. Na altura da Segunda Guerra Mundial, esta bebida ja era
conhecida em lItalia, Franga e Espanha, mas devido ao racionamento de
provisbes, nomeadamente de cha e acgucar, neste periodo de guerra, a
kombucha deixou de ser consumida, pois nao era possivel a sua preparagao
[...] Kaufmann apud Santos (2016, p. 9).

Nos anos 60, a kombucha retornou ao mercado, quando os hippies usavam
remédios naturais e apdés o desastre de Chernobyl, quando descobriu-se que um
grupo de consumidores bebiam para reduzir os efeitos da radiacdo. Nos Estados
Unidos a bebida ganhou popularidade durante a epidemia do HIV, nos anos 80, uma
vez que seus consumidores acreditavam que a bebida pudesse fortalecer o sistema
imunoldgico. Com a crescente pesquisas nas areas de alimentos e bebidas funcionais,
a kombucha ressurgiu no inicio do século XXI, em paises como os Estados Unidos,
Canada, Australia e recentemente no Brasil (SUHRE, 2020).

O preparo da bebida (Figura 1) é feito basicamente a partir de uma base feita
de cha (verde/preto) acucarado, apods resfriamento o liquido sera transferido a um

vidro de boca larga, em seguida é adicionado o0 SCOBY “mae kombucha” e 10 ou 20%
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da kombucha ja fermentada. O recipiente € entdo coberto com gazes limpas, evitando
contaminagao e ao mesmo tempo permitindo a entrada de ar. A preparacio é entao
levada, sem agitacdo para um ambiente com temperatura (20 a 22° C), o periodo de
fermentacao é variado, dependendo do estado da bebida, resultado pretendido, entre
outros fatores. Durante esse periodo € importante a vistoria evitando sua
contaminagado. Apos alguns dias a bebida cria-se uma nova pelicula, que se nao for
usada podera ser guardada junto a uma parte do liquido dessa fermentagédo (F1)
(SANTOS, 2016).

A bebida resultante (F2) devera ser filtrada, para sé entdo ser consumida,
devendo estar refrigerada. A essa preparagao pode-se adicionar uma fruta, suco ou
agucar mesmo, nhuma segunda fermentagdo para carbonatagcéo. No decorrer desse
periodo a bebida devera estar dentro de recipiente de plastico vedado e deixado a
temperatura ambiente, para s6 entdo ser consumida. Ao longo da produgéo deverao
ser observadas algumas caracteristicas organolépticas do liquido fermentado, o
aspecto da kombucha ou se a mesma apresenta bolor, devendo ser descartada, caso

haja contaminacgéo.

Figura 1 - Fluxograma de produc¢ao artesanal de kombucha

e =~ 11 de agua (sem cloro)
Infu sao 50g de agucar cristal

5a de cha verde ou preto
Pri mei ra 1 | Ferver e esperar 10 min coar

fermentaQaO - Ad|gé0 do SCOby Infusdo em temperatura ambiente

F1 Vidro esterilizado, vedar com papel
toalha _
Apos dias de fermentacédo 1
o Retlrada dO Coar a kombucha
Scoby pode ser utilizado em outro cha
Scoby
Adicéo de suco ou fruta (10% do volume se for
Segunda 1 suoe)

Separar em recipientes de plastico (garrafa)

fel'm entagéo - Saborizagéo 24 horas em temperatura ambiente
F2 1

Pronta para (0] Acondicionar na geladeira
Armazenamento 30 dias
—  Consumo

Fonte: Moreno, Stiebe e Michielin, 2021
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A cultura utilizada para a fermentagdo do kombucha, SCOBY “méae kombucha”,
tem uma variavel composi¢cao microbiolégica de acordo com a sua origem, o clima,
localizagao geografica e meio utilizada para o processo de fermentagdo (WATAWANA
et al., 2015). Nessa bebida, os procariontes mais abundantes na cultura simbidtica
pertencem as bactérias Acetobacter e Gluconobactergénero (JAYABALAN et al.,
2014).

O biofilme de microorganismos permanece flutuando na superficie do cha com
uma aparéncia muito semelhante a um cogumelo cap, € por isso que geralmente
recebe esse nome (WATAWANA et al., 2015). Esses simbiontes possuem capacidade
de oxidar o anion acetato em diéxido de carbono, conferindo aspecto gaseificado a
bebida.

O periodo de fermentagdo (F2) do kombucha é tipicamente conhecido por
requerer minimo de 3 dias a um maximo de 60 dias, dependendo das praticas
culturais. O fato de a fermentacdo ocorrer a temperatura ambiente, otimiza o tempo
de fermentagdo e gera grande variagdo de tempo necessario a fermentagédo a
depender de onde esteja sendo produzido. A sacarose € usada como a principal fonte
de carbono em uma concentracao de 5 a 20%, fornecendo a energia e os nutrientes
necessarios para o desenvolvimento de microorganismos (WATAWANA et al., 2015).

Segundo Vina et al. (2013), as variaveis do processo fermentagdo, como
tempo, temperatura e concentragao de sacarose, determinara a concentracgéao final de
substancias organicas como acidos e pH. Acidos organicos produzidos durante este
processo de fermentagdo diminui o pH do cha, o que leva a uma falta de oxigénio
induzida pela acidez. Devido a isso, o humero de patogénicos possiveis das células
microbianas, se houver, diminuem, resultando em uma bebida segura para consumo,
apesar de ter origem microbiana (WATAWANA et al., 2015).

Dentre as propriedades investigadas a kombucha possui a capacidade de inibir
células cancerigenas. Jayabalan e colaboradores em 2011 estudaram algumas

dessas propriedades e verificaram:

[...] propriedades citotoxicas e anti-invasivas de fracbes de kombucha
extraidas por diferentes solventes, contra células cancerigenas A 549
(carcinoma pulmonar humano), U20S (osteossarcoma humano) e 786-O
(carcinoma renal humano). A fragédo extraida por acetato de etilo foi a mais
eficaz e foi determinado que esta continha malonato de dimetil 2-(2-hidroxi-2-
metoxipropilideno) e vitexina, que possivelmente serdo os compostos
responsaveis pelas propriedades anticancerigenas da kombuchal...]
Jayabalan et.al. apud Santos (2016, p. 17-18).
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Com base nisso, observa-se que o consumo da kombucha esta associado néo
somente as peculiaridades de seu sabor, mas também com a preocupagao com
saude. Numa sociedade onde a longevidade é algo muito pesquisado, € normal que
o consumo dessa bebida venha crescendo. Bastante consumida nos Estados Unidos,
essa bebida gera uma grande movimentagdo no mercado de produtos alimenticios
(SANTOS, 2016).

No Brasil, o consumo da kombucha chegou de forma artesanal, onde as
pessoas desenvolvem sua bebida em casa como uma espécie de hobby. O Portal do
Agronegdcio que trata da multiplicagdo de kombucha no Brasil relata que umas das
fabricas mais tradicionais € a Companhia dos Fermentados em Sio Paulo, onde
atualmente a fabricagdo da empresa gira em torno de 10 mil garrafas por més, em
2018 e pretende alcangar em 2019 uma média de 200 mil garrafas por més. Outro
grande fabricante € a Tao Kombucha, Porto Alegre, atualmente a marca atende 22
capitais brasileiras, sua producao gira em torno de 35 a 40 mil garrafas por més. O
preco varia entre R$ 10,00 a R$ 15,00 por garrafas de 300 mililitros. Com essa vasta
diversidade de sucos de frutas e especiarias que ha no mercado brasileiro, uma
grande quantidade de sabores e combinagbes é produzida para atender os mais
diversos consumidores (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2018).

2.2 CAJUINA: O FRUTO, PRODUGAO E HISTORIA

O caju (Anacardium occidentalel L.), fruta originaria do Nordeste brasileiro, foi
descoberto pelos indios, que o usava em diversas formas, seja in natura, o uso da
bebida feita por prensagem manual ou como uma bebida fermentada (o caoi ou
caoim), a qual era utilizada em comemoracdes e em ocasides especiais (ABREU;
SOUZA, 2004).

O fruto é composto pelo pedunculo, que € o pseudo ou falso fruto e a castanha,

o fruto propriamente dito. Como isso,

O pedunculo de estrutura carnosa e suculenta € muito rico em vitamina C e
fibras. Um copo de suco de caju supre todas as necessidades diarias de
vitamina C de uma pessoa adulta. O suco apresenta ainda teores
consideraveis de acucares redutores e minerais, principalmente o ferro
(ABREU; NETO, 2007, pag. 9).
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Sabe-se que essas propriedades ja mencionadas estdo associadas a nossa
alimentagado que fornece ndo apenas nutrientes, mas a propriedades biologicas ditas
promotoras da saude, tais como atividades antioxidante, antiinflamatéria e
hipocolesterolémica de nutrientes como as vitaminas C, A e E, e de compostos
fendlicos como os flavondides presente nos alimentos (GONCALVES, 2008).

Além de ser consumido in natura, como fruto fresco, com o pedunculo faz os
doces e bebidas, tendo destaque no Nordeste na producdo de cajuina. O Piaui é o
estado que mais produz a bebida. A cajuina é o suco fresco, clarificado, obtido por
prensagem de pedunculos maduros, sados e recém-colhidos, que séo tratados por
processo tecnolégico adequado, em que se tornam limpidos e, posteriormente,
passam por um tratamento rigoroso térmico e adquirem a coloragao caracteristica e a
estabilidade microbiolégica para ser assim, consumido como um produto sem
conservantes e de sabor agradavel (SOUSA et al., 2018).

Os fatores determinantes para qualidade da cajuina sao a variedade do caju, o
ponto de maturagao do pedunculo, além do tipo de prensagem. Uma prensagem mais
vigorosa resultard em um suco mais adstringente enquanto uma prensagem mais
branda o suco é livre de excesso de taninos, dando a cajuina uma validade melhor
apos sua fabricagao (ABREU; SOUZA, 2004).

Além dos fatores citados acima o suco clarificado, ou cajuina, para se tornar
uma bebida pronta para o consumo deve obedecer as seguintes caracteristicas e
composigdes: a cor - varia do incolor ao amarelo translucido; sabor - levemente acido
e adstringente; aroma - préprio da fruta. Os sdlidos soluveis a 20 °C — minimo de 10
°Brix, a acidez total expressa em acido citrico — minimo de 0,25 g/100 g, o acido
ascorbico — minimo de 60 mg/100 g e os agucares totais, naturais do caju — maximo
de 15 g/100 g (NETO et al., 2004).

Cada cajuina produzida se difere umas das outras, seja por suas caracteristicas
organolépticas (sabor, cor, aroma), pela variedade do caju, qualidade do fruto,
nutrientes ou pela técnica que cada familia utiliza para produzir. Muitos sdo os
comentarios em torno da qualidade da bebida. Inseridas na nossa alimentagdo como
um simbolo de hospitalidade, qualidade essa atribuida as mulheres, que em sua
maioria estdo a frente dessas producgdes, seja pelo seu cuidado e capricho na
producdo. A bebida vem ganhando seu espag¢o no mercado brasileiro como nas

regioes Sudeste e Centro-Oeste, principalmente na cidade de Sao Paulo e no Distrito
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Federal, onde ha uma grande concentragdo de habitantes de origem nordestina
(ABREU; NETO, 2007).

De acordo com o Instituto do Patriménio Historico e Artistico Nacional—- IPHAN
(2009) a cajuina era feita em sua maioria artesanalmente por pequenas familias em
suas residéncias e levava o nome de um membro que a produzia. Seu consumo era
destinado a datas especiais, em especial quando os filhos que moravam fora e vinham
visitar seus familiares. Também eram servidas aos parentes, consumidos durante as
festas de casamentos e aniversarios.

Quanto a origem da produgdo existem duas vertentes, uma que a bebida
originou no Ceara, conforme cita o IPHAN (2009), que na década do século XIX o Dr.
Rodolfo Tedfilo, médico e farmacéutico, ja havia sido reconhecido publicamente como
inventor da cajuina. Por outro lado, existe relato da Dra. Julia Geracilda, quimica
radicada depois de adulta em Teresina, que, em sua infancia em Fortaleza, s6 se
lembra da cajuina trazida por seu pai do municipio de Esperantina (PI).

Independentemente de sua origem, a cajuina seja de forma artesanal ou
industrial, seqguem padrdes de qualidade e propriedades o que difere de outras
bebidas. Além de seu potencial nutritivo e funcional, esse alimento representa um
simbolismo cultural que é fortemente caracterizado pela producao familiar e
trabalhadores de forma associativa por meio cooperativas com apoio dos governos
Federal e Estadual do Piaui, representando uma importante fatia da renda familiar
(ABREU, 2004; IBGE, 2017).

2.3  ATIVIDADES ANTIOXIDANTES E RADICAIS LIVRES

O desenvolvimento do estudo de doencas crdnicas e sua prevengao colocaram
em evidéncia termos como radicais livres e antioxidantes. O termo radical livre designa
atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons desemparelhados (COSTA et
al.,2010), conferindo-lhe, dessa forma, alta reatividade. Os radicais podem ter carga
positiva, negativa ou neutra. Eles sdo formados como intermediarios necessarios em
uma variedade de reagdes bioquimicas normais, mas quando gerada em excesso ou
nao devidamente controlada, os radicais podem causar estragos em uma ampla gama
de macromoléculas. Uma caracteristica proeminente dos radicais é que eles tém
muito alta reatividade quimica, o que explica ndo sé as suas atividades bioldgicas
normais, mas como eles causam danos nas células (CUZZOCREA et al., 2001).
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Os agentes oxidantes que mais contribuem para o desenvolvimento de
enfermidades séo as espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS), estas séo
produzidas de forma enddgena por mitocédndrias, atividade da xantina oxidase,
inflamacéo, peroxissomos, exercicio fisico e isquemia, dentre outros; de forma

exdgena, ou melhor dizendo, devido a fontes exdgenas como poluigdo e radiagao
ionizante. ROS incluem o anion superéxido (O27), peroxido de hidrogénio (H20>),

radical hidroxila (OH¢), oxigénio singlet, dentre outros. Essas espécies podem interagir
com moléculas (proteinas, DNA, lipideos) causando danos a sua estrutura e fungao
normais (NEHA et al., 2019). Alguns metais como ferro e cobre atuam também como
intermediarios que catalisam processos formadores ROS, esse papel é pelas reagdes
de Fenton e de Haber-Weiss (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Apesar da
relevancia do metal cobre na formacao de radicais livres pela reacao de Haber-Weiss,
o ferro torna-se mais importante devido a sua abundancia nos organismos

Os radicais em excesso sao combatidos pelos antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos na dieta. Nesse sentido, definem-se antioxidantes como sendo
uma a substancia natural ou sintética, que retarda a atividade oxidante, por meio de
um ou mais mecanismo, como a inibicdo ou reduc¢ao dos radicais livres (AMORIM,
2016). Por exemplo, ao reagir com o DNA os radicais livres podem modificar as bases
puricas e pirimidicas que o compdem, gerando mutagdes ou inativando genes
importantes. Ja com proteinas, as espécies reativas sdo capazes de oxidar grupos
sulfidrilas (SH) a pontes dissulfeto (S-S), alterando a conformagdo e
consequentemente a fungdo das proteinas. Ou ainda, pode haver a oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados de membranas celulares, proporcionando mudangas
estruturais e funcionais de tais lipidios (VALKO et al., 2006).

A capacidade antioxidante de compostos bioativos também ja € bem relatado
em frutas, inclusive no pedunculo de caju rico em vitamina C e fibras, como também
na cajuina, que embora seja submetida a um processo fisico de clarificacdo deve

obedecer a padrbes especificados para suco de fruta (ABREU; NETO, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo do trabalho a necessidade de relacionar os materiais e
métodos que é todo o planejamento detalhado do que sera realizado na pesquisa,
sendo necessario a descrigdo dos materiais e reagentes, bem como o método a ser

utilizado nos testes.

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Materiais e reagentes sao elementos necessarios para produgao os testes,

com isso se faz necessario as descricdes desses elementos na producgao textual.

3.1.1 MATERIAIS UTILIZADOS NESTES PROCESSO DE PRODUCAO

Cajuina (maria flor), Agucar (pérola), Cha-preto (ervas naturais), Cha-verde
(ervas naturais) e Agua mineral (agua fina)
Além desses, os utensilios como colher, jarra, peneira, balanga, bowl, papel toalha,
elastico de latex foram adquiridos com a verba do projeto PROAGRUPAR-INFRA —
IFPI 2018 e ficaram disponiveis no Laboratério de Biologia - IFPl/campus Sao

Raimundo Nonato para futuras utilizagoes.

3.1.2 REAGENTES:

Para realizacdo dos ensaios antioxidantes foram utilizados os seguintes
reagentes: EDTA, Agua ultrapura, Cloreto de ferro tetrahidratado, Ferrozina, Acido
Acético, Acetato de sodio, Violeta de pirocatecol, Sulfato de cobre pentahidratado,
Ferracianeto de potassio, Fosfato de sédio monobasico, Fosfato dibasico, TCA (Acido
Tricloroacético), Cloreto de ferro 2, Acido ascérbico, Metionina, Riboflavina, Nbt
(Cloreto de Nitrotetrazdlio Azul), Fosfato de sodio, Salicilato de sédio, Sulfato de ferro
II, entre outros, todos do Laboratério de Biotecnologia de Polimeros Naturais —
BIOPOL — Natal.
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3.2 METODOS

Como continuidade de todo o processo dissertativo nos métodos sao elencados
elementos como aquisicdo do matérias e processo de producdo do material a ser

preparado, para que seja compreendido a metodologia descrita neste trabalho.

3.2.1 AQUISICAO DO MATERIAL

Para realizagéo do teste in vitro foi utilizado a cajuina, cha preto e chas verdes
ambos comprados no mercado local, o SCOBY probidtico natural foi comprado no site
Companhia dos Fermentados. Os testes foram realizados no Laboratério de

Biotecnologia de Polimeros Naturais — BIOPOL — Natal.

3.2.2 PREPARACAO DO MATERIAL

Os chas foram preparados com agua mineral levada a fervura, aos quais foram
adicionados, separadamente, o cha verde e preto apds chegar a aproximadamente
80 °C. A quantidade de cha usada para cada litro de agua foi de 5g. A esses chas
foram adicionados agucar na concentragcao de 50g/L, que ficaram em infuséo por
aproximadamente 15 minutos até arrefecer. Posteriormente, foram peneirados e
distribuidos em jarras esterilizadas, e apds atingir a temperatura ambiente foi
acrescentada a solugao iniciadora (derivada de uma fermentagao anterior) e o SCOBY
(de aproximadamente 15 cm de diametro). A bebida foi coberta com folhas de papel
toalha para evitar uma possivel contaminacéo (fisica, quimica e microbiolégica) porém
permitir a entrada de oxigénio para ser realizada a primeira fermentacao (F1) que teve
duracao de 7 dias.

Apos a F1 com chas verde e preto, foram retiradas aliquotas dos kombuchas
formados (800 mL) e a eles acrescentados a cajuina (200 mL) para que desse inicio
a uma segunda fermentacao (F2) que durou 3 dias.

Assim, ao final desse processo obtivemos como amostras testes para avaliagao
das atividades antioxidantes: i) a cajuina (CAJ) e os chas verde (CV) e preto (CP) que
foram usados como brancos; ii) os kombuchas de cha verde (KCV) e preto (KCP)
foram obtidos a partir da primeira fermentacgao; iii) os kombuchas formados a partir da
segunda fermentacdo com cajuina (KCCV e KCCP). As amostras utilizadas na
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avaliacdo da atividade antioxidante foram liofilizados e preparadas solu¢des para

posteriores analises.

3.2.3 ENSAIOS DE AVALIACAO ANTIOXIDANTE

Para melhor compreenséao de todo o processo metodoldgico, se faz necessario
a descricao dos testes que foram utilizados para o processo de avaliacido das

amostras apds as preparagoes.

3.2.3.1 Capacidade antioxidante total

O ensaio é baseado na redugdo do Mo*® para Mo*>, com formacao final de um
complexo esverdeado fosfato/molibdénio em pH acido. Amostras de chas e kombucha
em triplicatas foram adicionadas em uma solugao reagente que foi mantida a 100 °C
por 90 minutos e depois resfriada. A leitura foi feita a 695 nm (PRIETO; PINEDA,;
AGUILAR. 1999). Como padrao de leitura, foi utilizado o acido ascérbico. O resultado

€ expresso em equivalentes de acido ascorbico (mg de acido ascorbico/g de amostra).

3.2.3.2 Poder redutor

O poder redutor foi quantificado de acordo com metodologia descrita por
Athukorala; Kim e colaboradores (2006). 4 mL das amostras de chas e kombucha em
triplicatas e diferentes concentracgdes (0,25; 0,50 e 1,00 mg/mL) foram misturadas em
tampao fosfato (0,2M, pH 6,6) e ferricianeto de potassio (1%) e incubados por 20 min
a 50 °C. Apos esse periodo a reacao é interrompida pela adicdo de TCA (acido

tricloroacético) a 10%. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em 700 nm.

3.2.3.3 Sequestro do radical superoxido (O2")

Este método baseia-se na capacidade da amostra teste em inibir a redugao
fotoquimica do nitroblue tetrazolium (NBT) em um sistema riboflavina-luz-NBT
(CAMARA et al. , 2011). As amostras (0,5 mg/mL) foram incubadas com uma solucéo

reagente sob iluminagao com lampada fluorescente por 10 min. A producao do azul
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de formazan foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 560 nm.

3.2.34 Sequestro do radical hidroxila (OH")

O ensaio de sequestro do radical hidroxila € baseado na reag&o de Fenton (Fe?
* + HyO2 — Fe®* + OH+ OHe). Os radicais hidroxila foram gerados utilizando 10 mM
de FeSO4 * 7H20, 10 mM de EDTA, 2 mM de salicilato de sédio, 30% de H20: e
amostra teste (cajuina, chas e kombucha) na concentragdo de 0,5 mg/mL. No
controle, tampé&o fosfato de sédio substitui o H202. As solu¢des foram incubadas a 37°
C durante 1 h, e a presenca do radical hidroxila foi detectada através do

monitoramento da absorbancia a 510 nm.

3.2.35 Quelacéao de cobre

A avaliagao da capacidade das FRFs em quelar cobre foi realizada conforme
metodologia descrita por Fernandes-Queiroz e colaboradores (2017). O método se
baseia na capacidade do violeta de pirocatecol em se associar a ions de cobre e
formar um complexo colorido, quando o cobre é quelado, impede a formagao desse
complexo e consequentemente a intensidade da coloragdo da solugdo € menor. O
teste foi realizado em microplaca, e em cada pogo foram adicionadas amostras em
diferentes concentragdes (0,1 — 2,0 mg/mL), violeta de pirocatecol (4 mM) e sulfato de
cobre Il pentahidratado (50 ug/mL), sendo a mistura homogeneizada apés a adigao

de cada item. A absorbancia foi medida a 632 nm.

3.2.4 Analise estatistica ANALISE

A analise estatistica foi realizada com o Instat 3 (GraphPad InStat versao 3.1,
CA, USA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. As diferencas
estatisticas entre os grupos foram avaliadas por meio da analise de variancia (ANOVA)
e pelo teste Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os resultados e discussodes foi elencado elementos que apresentasse a
solucdo dos testes realizados, bem como a interpretacdo e discussdo dos dados

coletados pos testes.

4.1 Preparo de Kombucha de Cajuina

As preparacgdes variam muito, no que diz respeito aos insumos para a producao
de kombucha, tanto no tipo de infusdo quanto nas quantidades de folhas e
concentracdo de sacarose por litro.

Para esta producao foram utilizados os chas preto e verde, que foram levados
separadamente a fervura com dgua mineral a uma temperatura de 80 °C, a quantidade
utilizada de cada cha foi de 5 g/L de agua. A esses chas foram adicionados 50 g/L de
agucar demerara, que ficaram em infusao por 15 minutos até esfriar. Apds isso os chas
foram distribuidos em jarras esterilizadas e adicionado o SCOBY (cultura) que ira fazer
a primeira fermentacdo. As jarras foram tampadas com papel toalha para evitar
contaminagao, porém permitir a entrada de oxigénio. Essa primeira fermentacéo F1
teve duracéo de 7 dias. Apdés a F1 com chas verde e preto, foram retiradas aliquotas
dos kombuchas formados (800 mL) e a eles acrescentados a cajuina (200 mL) para
que desse inicio a uma segunda fermentacéo (F2) que durou 3 dias.

Em recente trabalho de revisdo, Miranda e colaboradores verificaram que os
chas ou infusdes podem ser preparados em uma ampla gama de concentracdes
variando de aproximadamente 1,0 a 100 g/L. A sacarose, que é a principal fonte de
carbono para o crescimento de microrganismos utilizada, pode ser utilizada na
concentragédo de 1 a 20%. O SCOBY e o liquido da fermentagcado anterior, em
concentragdes em torno de 0,25-10% e 3—30%, respectivamente, devem ser usados
como cultura inicial para F1 (MIRANDA et al., 2022). A adicao do liquido fermentado
precedente tem a funcdo de auxiliar na ativacao das bactérias acéticas devido a
diminuicao do pH (Leal et al.,2018).

Sobre o pH, segundo Velicanski e colaboradores (2014) a kombucha atinge

uma acidez 6tima no quarto dia da fermentacao, alguns outros estudos realizados com
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a bebida tradicional, apresentaram a acidez 6tima entre o quarto e o oitavo dia. Essas
diferengas nos parametros quimicos basicos e na duragao do processo em diferentes
estudos podem ser esperadas, porque as culturas de kombucha séo originarias de
diferentes localizagbes geograficas, ndo possuem composi¢des microbiologicas e
quimicas padronizadas (VELICANSKI et al., 2014).

Jayabalan et al., (2014), em seu experimento testou o cha preto como base de
sua kombucha, para cada litro de agua acrescentou 1,2% de folhas, com tempo de
infusdo de 5 minutos, apds este tempo adicionou 10% de sacarose, resfriou,
acondicionou em vidros esterilizados previamente com agua fervente. Na infuséo,
acrescentou o SCOBY juntamente o cha de arenque (cha onde estava o SCOBY por
um periodo de 14 dias) este tempo varia muito de cada produtor. Este experimento
especificamente foi deixado fermentar em trés tempos, 7, 14 e 21 dias. Apds analisou-
se cada fermentacdo, e encontrou-se composi¢cdes diferentes, entre eles, mesmo
sendo usadas as mesmas bases, os SCOBY da mesma matriz, e mesma
concentracdo de sacarose. O que determinou a diferenca entre os produtos foi o
tempo de fermentacado, quanto mais tempo fermentando, maior a concentracdo dos
componentes que se encontra nas kombuchas como as vitaminas, minerais e 0s
aminoacidos tanto as essenciais (isoleucinas, leucinas, fenilalanina e valina) quanto
0s nao essenciais (alanina, prolina e acido aspartico) (JAYABALAN et al., 2014).

Para nosso estudo, o foco foi avaliar a atividade antioxidante in vitro com um
unico tempo de fermentacgao de 7 dias, considerando que nessa fase da fermentacgao
ja era o suficiente para modificacdo da composicdo quimica caracterizadora da
bebida. Foi levado em consideragcdo também o fato de que a taxa de fermentacéo na
temperatura ambiente da cidade de Sdo Raimundo Nonato/PI seria maior que a média
e poderia acelerar o processo. Loncar e colaboradores (2006) analisaram a cinética
da sacarose na fermentagdo da kombucha e concluiram que a melhor faixa de
temperatura de fermentacdo é de 22 a 30 °C e a melhor faixa de duragdo da
fermentacao é de 3,5 a 5 dias. Com essa variedade de possibilidades em producéao e
estudos avaliando possiveis atividades bioldgicas, € visto de forma geral que a
extensdo da atividade de eliminagdo de radicais livres depende do tempo de
fermentacao, do tipo de material do cha e da microbiota normal da cultura kombucha,
que por sua vez determina a natureza dos metabdlitos (JAYABALAN et al., 2014;
RAHMANI et al., 2019).
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4.2 ENSAIOS ANTIOXIDANTES

Existem diversos métodos para a determinacao das atividades antioxidantes.
Por isso, a verificagao do potencial antioxidante das amostras produzidas foi avaliado
por diferentes ensaios in vitro: capacidade antioxidante total (CAT), poder redutor,
quelagao cuprica, sequestro do radical hidroxila e sequestro do radical superoxido. Os
teste de CAT e Poder Redutor sdo baseados na capacidade da amostra em doar
elétrons e estabilizar moléculas de forma mais ampla, portanto, esses testes foram
realizados com todos os chas e kombuchas produzidos, inclusive em diferentes
concentragdes, para que seus resultados fossem guias na escolha de qual kombucha
e concentragao seria mais promissor/adequado na realizagdo dos testes seguintes
quando foram tratados os radicais de oxigénio mais especificos (sequestro de radical
hidroxila e superoxido e quelacdo cuprica). E importante ressaltar que foram
realizados “brancos das amostras” para as amostras que apresentaram coloragao que
pudesse interferir na quantificacdo colorimétrica Os valores dessas leituras foram
descontados antes da realizagao dos calculos de porcentagem de cada teste, evitando

assim um viés no resultado.

4.2.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT)

O teste da CAT avalia a habilidade que uma amostra tem em doar elétrons, ou
seja, se oxidarem e assim neutralizar espécies reativas, como EROs. No caso deste
ensaio, a molécula alvo de reducéo foi o molibdénio +6, que ao se tornar +5 pela
doacgao de elétrons por compostos antioxidantes formam complexos de coloragao
verde. Todos os chas e kombuchas produzidos exibiram atividade neste ensaio
(Figura 2), que tem seu resultado expresso em mg de equivalentes de acido ascoérbico/
g de amostra. Nao houve diferenga estatistica significativas entre os valores de
atividade apresentados para os chas verde e preto, com atividade equivalente a 160

mg de acido ascorbico.
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Figura 2 - Capacidade Antioxidante Total da cajuina, chas e kombuchas produzidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). Legenda: Cha verde (CV); Cha preto (CV), Kombucha de cha verde
(KCV), Kombucha de cha preto (KCP), Kombucha de cajuina cha verde (KCCV) e Cajuina (CAJ). Esses
resultados sdo expressos como equivalentes de acido ascorbico (mg) por grama de amostra. Os dados
s&o0 expressos como média + desvio padrao. a,b,c,d,e indicam diferenca significativa (p <0.01) entre as
diferentes amostras.

No entanto, dentre os kombuchas produzidos ha destaque para KCV com
atividade antioxidante superior ao dobro da encontrada para seu cha separadamente.
Surpreendentemente, KCP apresentou atividade de CAT inferior ao CP, que
possivelmente pode ser explicado pelo fato das amostras serem submetidas a altas
temperaturas durante o teste e isso seja responsavel pela diminuigdo de moléculas
com capacidade doadora de elétrons. Quando avaliamos o KCCV verificou-se que
cada grama de Kombucha de Cha Verde Saborizado com Cajuina teria equivaléncia
ao valor de CAT de aproximadamente 142 miligramas de acido ascorbico. Esse valor
ainda é inferior ao visto para KCV, o que demonstra que para esse caso, a atividade
encontrada em CAJ nao foi somada ao KCV o que iria potencializar a referida

atividade.
4.2.2 PODER REDURTOR
O ensaio do poder redutor também avalia a capacidade da amostra em doar

elétrons. Apesar de ter o mesmo objetivo que o teste de CAT, estes sao realizados em

condi¢des de reacgao diferentes (pH neutro e temperatura até 50 °C), o que afeta a
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capacidade da amostra em atuar como agente redutor, podendo gerar um resultado
diferente do encontrado para o teste de CAT. Como aconteceu neste estudo, que o
KCV teve atividades préximas as encontradas para o CAJ em todas as concentragoes
testadas e ainda, o KCCV foi superior a todas as amostras na concentragao de 1,0
mg/mL. Tanto CP como KCP apresentaram poder redutor de até 50%, resultados
muito abaixo dos encontrados para CV e KCV que ficaram em torno de 100% em
todas as concentracdes testadas. Por esse motivo, foi escolhida a saborizagdo com
cajuina apenas com o KCV, KCCV, que chegou até 125,98% de poder redutor. E
importante lembrar que o resultado deste ensaio € expresso em porcentagem de
atividade mostrada pelo acido ascérbico na concentragdo de 0,1 mg/mL e, por esse
motivo, em alguns casos € possivel verificar atividades superiores a 100%. Esta
analise permitiu identificar a concentragdo de 0,5 mg/mL uma concentragdo minima
para que a maioria das amostras chegasse a uma atividade antioxidante maxima e
por isso essa concentragdo foi a escolhida para utilizagdo nos testes seguintes

(Sequestro de Radical Superdxido, Hidroxila e quelagao de cobre).

Figura 3 - Poder redutor da cajuina, chas e kombuchas produzidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). Legenda: Cha verde (CV); Cha preto (CV), Kombucha de cha verde
(KCV), Kombucha de cha preto (KCP), Kombucha de cajuina cha verde (KCCV) e Cajuina (CAJ). Poder
redutor € expresso em porcentagem de atividade mostrada em 0,1 mg/mL de acido ascorbico. Os dados
sao expressos como média + desvio padrdo. a,b,c,d,e indicam diferenga significativa (p <0,05) entre
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diferentes amostras de mesma concentragéo. *,** indicam diferenga significativa (p <0,05) entre a
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mesma amostra em concentragdes diferentes.

4.2.3 SEQUESTRO DE RADICAL SUPEROXIDO E HIDROXILA

Um agente antioxidante pode atuar ndo somente como doador de elétrons, mas
também, como sequestrador de substancias reativas. Por esse motivo avaliou-se a
habilidade sequestradora dos radicais superoxido e hidroxila pelas amostras de
cajuina, dos chas verde e seu respectivo kombucha, além do kombucha de cha verde
saborizado com cajuina, todos na concentracdo de 0,5 mg/mL. Os resultados
expressos em porcentagem revelam que para o sequestro de radicais superdxido
(Figura 4) pode ser considerado baixo para CAJ e KCCV (~2%) e moderado para CV
e KCV (~25%).

Figura 4 - Sequestro de radicais superéxido da cajuina, chas e kombuchas produzidos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). Legenda: Cha verde (CV); Cha preto (CV), Kombucha de cha verde
(KCV), Kombucha de cha preto (KCP), Kombucha de cajuina cha verde (KCCV) e Cajuina (CAJ). Os
resultados sdo expressos em porcentagem da atividade quelante de ions. Os valores séo
representados como médias + desvio padrao de triplicatas com n=3. a, b letras diferentes indicam uma
diferenca significativa entre as amostras (p <0,01).

Os radicais anions superoéxidos atuam como um oxidante, mas sao altamente
instaveis uma vez que possuem meia-vida relativamente curta, e logo séao
decompostos numa forma extremamente reativa, a espécie reativa radical hidroxila.
Dentre as espécies reativas do oxigénio, o radical hidroxila € o mais quimicamente
reativo e podem, por exemplo, subtrair atomos de hidrogénio de moléculas biolégicas
danificando-as irreversivelmente (SUDHAKAR; SINGH, 2018).
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As analises do teste de sequestro de radicais hidroxila (Figura 5) apontam que
todas as amostras tiveram excelente desempenho em eliminar esses radicais, com
resultados variando entre 65% para CV e aproximadamente 95% para CAJ, KCV e
KCCV, ndo havendo, inclusive, diferengas estatisticas significativas entre estas

ultimas.

Figura 5 - Sequestro de radicais hidroxila da cajuina, chas e kombuchas produzidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). Legenda: Cha verde (CV); Cha preto (CV), Kombucha de cha verde
(KCV), Kombucha de cha preto (KCP), Kombucha de cajuina cha verde (KCCV) e Cajuina (CAJ). Os
resultados sdo expressos em porcentagem da capacidade de sequestro de radicais. Os valores sdo
representados como médias + desvio padrao de triplicatas com n=3. a, b letras diferentes indicam uma
diferenca significativa entre as amostras (p <0,05).

Outra forma de se combater os males provocados pelo radical hidroxila é
impedir a sua formagao, e o principal mecanismo que suprime a geragao desses
radicais € através da atividade de quelagdo de ions uma vez que os ions de metais
de transicdo também podem reagir com H,0O, gerando o radical hidroxila (JOMOVA et
al., 2010). Por isso, a atividade quelante de metal € uma propriedade bastante
interessante para possivel alimento funcional, pois confere a ele a capacidade de
impedir a formacdo de EROs e consequentemente o dano oxidativo (KUMAR;
GANESAN; RAO, 2018).

4.2.4 QUELAGCAO DE COBRE

Reconhecendo a importancia da atividade quelante de metal, o teste de
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quelacédo cuprica foi realizado. Neste ensaio, 0 método se baseia na capacidade do
violeta de pirocatecol em se associar a ions de cobre e formar um complexo colorido
Fernandes-Queiroz e colaboradores (2017), quando o cobre é quelado, ha
impedimento da formagado desse complexo e consequentemente a intensidade da
coloragéo da solugédo € menor. Os resultados apresentados na figura 6 revelam que
todas as amostras tiveram 6timo desempenho de quelacdo metalica, com resultados
variando entre 36% para KCCV e aproximadamente 85% para CAJ, CV e KCV, néo

havendo, inclusive, diferengas estatisticas significativas entre estas ultimas.

Figura 6 - Quelagao cuprica da cajuina, chas e kombuchas produzidos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). Legenda: Cha verde (CV); Cha preto (CV), Kombucha de cha verde
(KCV), Kombucha de cha preto (KCP), Kombucha de cajuina cha verde (KCCV) e Cajuina (CAJ)Os
resultados sdo expressos em porcentagem da atividade quelante de ions. Os valores sao
representados como médias + desvio padrao de triplicatas com n=3. a, b letras diferentes indicam uma
diferenga significativa entre as amostras (p <0,01).

E possivel perceber que as condicdes de teste, bem como a complexidade de
moléculas presentes em cada cha ou kombucha produzido, que possuem diferentes
grupos funcionais e polaridades, podem levar a resultados dispersos. A comparacao
entre CV e o KCV mostra que a bebida fermentada apresentou melhores resultados.
Esse resultado também foi observado em outros estudos que acompanham a
premissa de que o cha fermentado com a kombucha tem maior atividade antioxidante
que o cha tradicional ndo fermentado (VIEIRA et al., JAYABALAN et al., 2014).

A comparacao entre KCV e KCCV indica que a primeira possui melhor atividade
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antioxidante para os testes realizados. Esses resultados sugerem que ao misturar
pequenas quantidades de cada bebida separada (cajuina e kombucha de cha verde)
para a produgao da Kombucha de Cha Verde saborizado com Cajuina, a quantidade
de moléculas antioxidantes da bebida resultante diminui uma vez que ndo houveram
resultados que pudessem sugerir uma sinergia de atividade antioxidante. Esses dados
sdo incipientes uma vez que sao necessarios a realizacado de curvas de concentracao
ou até de tempos de fermentacdo dos kombucha para afirmar categoricamente esses
achados.

Diversos estudos (VIEIRA et al., 2021; Villareal-Soto et al., 2020; Bhattachary
et al., 2011) inferem que a kombucha pode atuar eficientemente na prevencgéo e
recuperagao da saude, devido as propriedades antioxidantes e ainda sugerem que a
kombucha é adequada na prevencao de disturbios metabdlicos e infecciosas de amplo
espectro. Sobre as amostras que foram testadas, de forma geral, agem como
doadoras de elétrons (agentes redutores), sequestrando radicais hidroxila e quelando
ions metalicos, sugerindo agao nos trés estagios de eventos relacionados a produgéo
de espécies reativas: iniciagao, propagacgao e terminagao.

Em suma, se o composto antioxidante é capaz de inibir enzimas pro-oxidantes,
quelar ions de metais de transicdo, ou atuar como sequestrador de radicais
(neutralizando radicais livres), ele opera nas etapas de iniciagao e propagagao da
reagao oxidativa, e é considerado um antioxidante preventivo pois possui modo de
acao indireto.

Outra possibilidade existe quando o antioxidante atua e elimina diretamente o
radical (e ndo age na formacao do radical), sendo assim referido como antioxidante
bloqueador da cadeia oxidativa. Por possuir caracteristicas de ambos os modos de
acgao, os kombucha de cha verde produzidos sao promissores agentes na iniciagao, e
em consequéncia, na propagacao e terminagao da cadeia de formagao de espécies
reativas (ZHANG; YANG; TANG, 2012).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Houve sucesso tanto na producdo dos kombucha tradicionais (KCV e KCP)
quanto no kombucha saborizado com cajuina (KCCV) a partir de proporgdes
conhecidas na literatura. Foram realizados cinco diferentes testes antioxidantes in
vitro com as kombuchas produzidas e com CAJ, CV e CP para fins de enriquecimento
de analises comparativas. Foi observado que a atividade antioxidante de KCV foi
superior a KCP nas condicdes e testes realizados. Sugere-se que capacidade doadora
de elétrons (poder redutor), o sequestro de OHe e a quelagcdo cuprica foram
considerados os principais mecanismos dos kombucha de cha verde avaliados (KCV,
KCCV). O estudo aponta para a necessidade de investigagbes mais aprofundadas,
incluindo novas condigdes de variaveis, inclusive no ambito fitoquimico e bioldgico dos

produtos formados na fermentagéo.
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