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RESUMO

O presente trabalho avaliou os aspectos fisicos e quimicos da bebida kombucha
utilizando trés diferentes acucares (cristal, demerara e mascavo) como substrato de
fermentacdo. A acidez titulavel, o pH, concentracdo de sacarose, atividade
antioxidante, fendlicos, DPPH e ABTS foram métodos importantes utilizados. O pH
das amostras de kombucha (2,65-3,49 no 7° dia de fermentagéo e 2,50-2,92 no 14°
dia de fermentacdo) estavam de acordo com a legislacdo brasileira que estabelece
um valor entre 2,5 e 4,2. Observou-se uma reducdo da sacarose das amostras de
kombucha de 6,2-6,8% em 7 dias para 3,5-6,2% em 14 dias de fermentacéo. No que
se refere ao teor de sdlidos soluveis, as amostras de kombucha tiveram um declinio
dos valores de 10,0°Brix no cha verde adocado antes da fermentagdo para 7,7-
7,9°Brix em 7 dias e 6,0-6,3°Brix em 14 dias de fermentacdo. A fermentacdo da
kombucha é produto de uma simbiose de bactérias e leveduras presentes na bebida
que transformam os aglcares em &cidos organicos como acético, glucénico, latico,
malico, citrico e tartarico. O ch& verde apresentou valores de compostos fendlicos de
26,8 mg GAE/100 mL e atividade antioxidante de 214,6 mM TE/100 mL no teste de
ABTS. O acucar mascavo a 10% (p/v) apresentou teor de compostos fendlicos de
131 mg GAE/100 mL e atividade antioxidante de 320,1 mM TE/100 mL no teste de
ABTS, enquanto os acucares demerara e cristal ndo apresentaram compostos
fendlicos e atividade antioxidante. Por consequéncia, a kombucha de acucar
mascavo apresentou 0s maiores valores de compostos fendlicos (67,0 mg GAE/100
mL) e atividade antioxidante (135,2 mM TE/100 mL pelo método de ABTS) apoés 14
dias de fermentacédo, em relacdo as bebidas elaboradas com acglcares demerara e
cristal. A capacidade antioxidante do acucar mascavo esta fortemente relacionada
aos compostos fenodlicos naturais presentes na cana-de-agucar, enquanto o
processo de refinamento dos acucares demerara e cristal ndo preserva esses
compostos fenolicos. Os compostos fendlicos sdo considerados importantes
constituintes bioativos dos alimentos, tornando o aglcar mascavo uma alternativa
mais saudavel em relacdo aos acUcares demerara e cristal para ser usado na

producdo de kombucha tanto em casa quanto na induastria.



ABSTRACT

The present work evaluated the physical and chemical aspects of the kombucha
beverage using three different sugars (white, demerara and brown) as a fermentation
substrate. Titratable acidity, pH, sucrose concentration, antioxidant activity,
phenolics, DPPH and ABTS were important methods used. The pH of the kombucha
samples (2.65-3.49 on the 7th day of fermentation and 2.50-2.92 on the 14th day of
fermentation) were in accordance with Brazilian legislation that establishes a value
between 2.5 and 4.2. There was a reduction of sucrose in kombucha samples from
6.2-6.8% in 7 days to 3.5-6.2% in 14 days of fermentation. Regarding the soluble
solids content, the kombucha samples had a decline from values of 10.0°Brix in
sweetened green tea before fermentation to 7.7-7.9°Brix in 7 days of fermentation
and 6.0- 6.3°Brix in 14 days of fermentation. Tea fermentation is the product of a
symbiosis of bacteria and yeast present in the beverage that transform sugars into
organic acids such as acetic, gluconic, lactic, malic, citric, and tartaric. The green tea
showed values of phenolic compounds of 26.8 mg GAE/100 mL and antioxidant
activity of 214.6 mM TE/100 mL in the ABTS test. Brown sugar at 10% (w/v) had a
phenolic compound content of 131 mg GAE/100 mL and antioxidant activity of 320.1
mM TE/100 mL in the ABTS test, while demerara and white sugars did not show
phenolic compounds and antioxidant activity. Brown sugar kombucha showed 67.0
mg GAE/100 mL of phenolic compounds and 135.2 mM TE/100 mL of antioxidant
capacity by the ABTS method after 14 days of fermentation. The antioxidant capacity
of brown sugar is strongly related to the natural phenolic compounds present in
sugarcane, while the refining process of demerara and white sugars does not
preserve these phenolic compounds. Phenolic compounds are considered important
bioactive food constituents, making brown sugar a healthier alternative to demerara

and white sugars to be used in kombucha production both at home and in industry.

Key words: brown sugar, green tea, phenolic compounds, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida fermentada de origem asiatica, que ganhou
popularidade no Ocidente devido aos seus efeitos terapéuticos, como
antimicrobiano, antioxidante e anticancerigeno (CHAKRAVORTY et al., 2016).

A bebida tradicional é feita a partir da fermentacao, tradicionalmente, de cha
verde (Camellia sinensis) adocado. As proporcdes de cha e acglcar e o tempo e
temperatura de fermentacédo utilizados na producdo do kombucha podem variar de
acordo com cada regido ou preferéncias do consumidor (DE FILIPPIS et al., 2018;
JAYABALAN et al., 2016).

A fermentacdo do cha é produto de uma simbiose de bactérias e leveduras
instaladas em um filme de celulose. Este filme de celulose é chamado de SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), (Santos, 2016).

Enquanto as leveduras osmofilicas fermentam o acglcar no cha e produzem
etanol, as bactérias oxidam o alcool e produzem &cido acético. Outros acidos
organicos sao formados além do &cido acético, como glucénico, latico, malico, citrico
e tartarico, que possuem atividade antibacteriana e previnem a contaminacdo do
kombucha por bactérias patogénicas (LEAL et al., 2018; NEFFE-SKOCINSKA et al.,
2017).

Os efeitos benéficos da kombucha sdo atribuidos a presenca de
microrganismos probiodticos (bactérias acéticas e lacticas), aminoacidos, polifendis
do chd, vitaminas solUveis em 4gua e uma variedade de micronutrientes produzidos
durante fermentacgéo (FU et al., 2014).

O processo de fermentacdo age como um importante aliado na conservagao
dos alimentos, onde ha formacéo de varios produtos de acdo antimicrobiana, como
acidos organicos, alcool e bacteriocinas (MARSHCO et al., 2017).

Muitos dos efeitos benéficos atribuidos a kombucha, como prevenir o cancer
e aumentar a imunidade, estao relacionados com a atividade antioxidante da bebida
(JAYABALAN et al., 2014).

Em relacdo ao sabor, segundo (LEAL et al., 2018), a kombucha é agridoce e
carbonatada. Pode ser um substituto para refrigerantes devido ao seu alto grau de

carbonatacdo, sendo uma alternativa mais saudavel. Para carbonatar a kombucha
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realiza-se uma segunda fermentagdo, e este processo pode ser realizado

adicionando uma fonte de agucar ou suco de frutas para a bebida ja fermentada.
Apés a bebida estar pronta, € recomendado acondicionar em ambiente

refrigerado, melhorando seu aspecto sensorial e reduzindo a velocidade da

fermentacdo com a reducao da temperatura (KIM and ADHIKARI, 2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROBIOTA DA KOMBUCHA

Kombucha é uma bebida fermentada refrescante produzida por uma
associacdo simbiotica de bactérias do acido acético, bactérias do acido latico e
leveduras. Leveduras e bactérias do acido acético estdo presentes durante a
fermentacdo do kombucha em torno de 10° -10® UFC/mL (VILLARREAL-SOTO et
al., 2020). Embora as bactérias do acido lactico possam se desenvolver, essas ndo
parecem ser uma parte essencial do ecossistema microbiano do kombucha, pois
nem sempre sao encontradas (MURPHY et al., 2018).

As bactérias do &cido acético (BAA) sdo o0s microrganismos mais
caracteristicos das fermentacdes de kombucha. As BAA encontradas no kombucha
pertencem aos géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter e
Komagataeibacter. As BAA n&o sao consideradas patogénicas para humanos e néao
produzem compostos toxicos ou aminas biogénicas (LAUREYS et al.,, 2020;
MAMLOUK e GULLO, 2013).

As leveduras séo parte integrante da kombucha, pois estdo sempre presentes
durante o processo de fermentacdo. Uma grande diversidade ja foi recuperada,
compreendendo espécies do género Saccharomyces, Zygosaccharomyces,
Dekkera/Brettanomyces, GAGGIA et al., 2019. ,VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

As leveduras sao microrganismos eucaridticos pertencentes a classe dos
fungos. S&o imoveis, com cerca de 8 mm de didametro, com células esféricas ou
ovais. Elas séo facultativamente anaerdbicas, o crescimento ideal é em torno de 20-
30°C e pH 4,5-7,0, mas muitas leveduras ainda podem crescer em pH 2,5
(KURTZMAN et al., 2011).

A presenca de bactérias do acido latico (BAL) no kombucha é inconsistente
(MURPHY et al., 2018). Usualmente, elas ndo estdo presentes (GAGGIA et al.,
2019; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017) ou presentes em baixa quantidade (MARSH
et al.,, 2014). No estudo de COTON et al. (2017), as BAL recuperadas foram
principalmente Oenococcus oeni e Lactobacillus nagelii, ambas conhecidas por

serem bastante tolerantes a acidos.
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Dentre o0s principais géneros do grupo das bactérias lacticas estao
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus e
Streptococcus. As BAL sao bactérias Gram-positivas, ndo sdo moveis, sdo em forma
de bastonete (Lactobacillus) ou esféricas (Leuconostoc, Lactococcus, Oenococcus),
e ndo esporulam. Sdo anaerdbias facultativas, mas ndo usam oxigénio para o seu
metabolismo. Seu crescimento ideal esta entre 25-40°C e pH 4,0-6,0. Elas séo
consideradas seguras para uso em alimentos, e muitas BAL s&o tidas como
probiéticas (QUINTO et al., 2014).

MARSH et al., (2014) relataram a analise de varias amostras de kombucha, a
fim de fornecer um estudo mais aprofundado da microflora e observar as mudancas
ocorridas na populacdo microbiana durante a producdo da kombucha. Extrairam o
DNA de peliculas celulésicas de amostras diferentes em dois tempos de
fermentacédo. Diferentes perfis foram detectados entre as amostras, no entanto, 0s
principais géneros de bactérias que estavam presentes foram: Gluconacetobacter
(>85%) e Lactobacillus (até 30%). O género Zygosaccharomyces foi a levedura

encontrada em >95% dos chas fermentados.

2.2 ATIVIDADE METABOLICA DOS MICRORGANISMOS DURANTE A
FERMENTACAO DA KOMBUCHA

O processo de fermentagdo do kombucha normalmente dura 8-14 dias a
temperatura ambiente, periodo no qual as propriedades do chid adocado mudam
intensamente. Dentro do ecossistema microbiano da kombucha, véarias relacfes
simbidticas podem ser encontradas (GAGGIA et al., 2019; MAMLOUK e GULLO,
2013, MAY et al., 2019).

O substrato para a fermentacdo do kombucha é geralmente a sacarose.
Espécies de Gluconobacter também podem usar diretamente a sacarose, mas
Acetobacter e Gluconacetobacter sdo espécies dependentes das leveduras para a
hidrolise da sacarose em glicose e frutose (GAGGIA et al., 2019; MAMLOUK e
GULLO, 2013, MAY et al., 2019).

A glicose e a frutose sdo fermentadas por leveduras em etanol, dioxido de
carbono e glicerol. O etanol produzido por leveduras é utilizado pelas BAA para a

producdo de acido aceético. Além disso, a presenca de baixas concentracdes de
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etanol (cerca de 1% v/v) estimula a producdo de celulose por BAA. Espécies de
Gluconobacter convertem glicose em acido glucénico e acido glicurdnico. O dioxido
de carbono escapara (pelo menos parcialmente). Além disso, a autélise de células
de levedura pode estimular o crescimento de BAA através da liberacdo de nutrientes
(LAUREYS et al., 2020).

Os principais substratos residuais do kombucha sdo a frutose, glicose e
sacarose; e 0s principais metabdlitos sdo etanol, glicerol, acido acético, acido
glucdnico, acido glucurénico, acido D-sacarico 1,4-lactona e, as vezes, acido lactico.
No entanto, acido quinico, acido oxalico, acido malico e &cido citrico também foram
relatados. A concentracdo de etanol declina devido a sua conversdo em acético
acido e/ou celulose. As concentracfes finais foram relatadas como sendo cerca de
10 g/L de etanol, 3 g/L de &cido acético e 1 g/L de glicerol (LEAL et al., 2018;
NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

Uma das pressdes seletivas mais importantes durante a fermentacdo do
kombucha € o estresse acido devido a producdo de acidos organicos pelas BAA
(acido acético, acido gluconico, &cido glucurdnico) e as vezes pelas BAL (acido
latico e &cido acético). O pH do cha de kombucha comeca em 5,0-7,0, cai para 2,0-
4,0 apos 7 dias de incubacao, e pode diminuir para menos de 2,0 apés incubacao
prolongada (CHAKRAVORTY et al., 2016; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

Outra importante pressao seletiva que orienta a comunidade microbiana é a
disponibilidade limitada de nutrientes como vitaminas e compostos nitrogenados. As
Unicas fontes de nutrientes sdo as folhas de cha e o acucar usados na receita. As
baixas concentracbes de nutrientes explicam a prevaléncia das espécies
Dekkera/Brettanomyces no kombucha, pois essas leveduras foram consideradas
mais competitivas em um ambiente pobre em nutrientes (LAUREYS et al., 2018).

Os parametros de fermentacdo do kombucha exercem um impacto
significativo na composi¢do microbiana e, portanto, na composi¢cao dos metabdlitos
do kombucha. Por exemplo, as dimensdes do recipiente de fermentacdo e a razao
da area de superficie para o volume pode influenciar o nivel de oxigenacdo durante
a fermentacdo. A baixa oxigenacéo e, portanto, baixa producdo de acido por BAA
podem resultar em um pH acima de 4, o que pode estimular o crescimento BAL e,

ocasionando maior producéo de acido lactico (DE FILIPPIS et al., 2018).
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O tempo de fermentacdo também tem um impacto substancial no estresse
acido para o ecossistema microbiano e, portanto, para a composi¢cdo quimica do
produto. Temperaturas de fermentacdo mais altas parecem beneficiar as BAL, o que
€ consistente com suas temperaturas de crescimento ideais mais altas em
comparacao com leveduras e BAA (DE FILIPPIS et al., 2018).

2.3 COMPOSICAO DA KOMBUCHA

A kombucha apresenta propriedades fisico-quimicas onde podemos notar
acucares, compostos fendlicos, &cidos organicos, além de sua atividade antioxidante
e seu pH &cido caracteristico. E entre os acidos presentes na bebida, os principais
sdo os acidos aceético, glucbnico, glicurénico, com o acido acético em maior
concentracdo (CHAKRAVORTY et al., 2019).

Entre os parametros fisico-quimicos estabelecidos pela legislacdo brasileira, o
pH da kombucha deve estar entre 2,5 e 4,2. Segundo a instru¢cdo normativa n° 41,
em sua composicdo pode ser adicionado polpa de fruta, vegetais, extratos,
especiarias, mel, entre outros aditivos permitidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019).

O &cido acético é geralmente um dos acidos predominantes no kombucha. No
entanto, este acido tem um sabor bastante pungente, o que pode ndo ser desejavel
em grandes quantidades no kombucha. O &cido glucénico também é
frequentemente encontrado no kombucha e sua acidez é descrita como suave e
refrescante. ( SHAHBAZI et al., 2018; VUKMANOVIC et al., 2022).

A glicose também pode ser oxidada na kombucha por BAA em &cido
glucurénico, que se acredita possuir efeitos promotores da saude. Além disso, o
acido D-sacarico 1,4-lactona, também é um composto que se acredita possuir
propriedades promotoras da saude, e é produzido durante a fermentacdo da
kombucha. O &cido D-sacérico 1,4-lactona é um inibidor competitivo da b-
glicuronidase, uma enzima que hidrolisa glicuronideos conjugados em compostos
aglicbnicos cancerigenos no intestino (CHAKRAVORTY et al., 2016; LEAL et al.,
2018; WANG et al., 2014).
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O acido lactico nem sempre é encontrado na kombucha, pois as BAL né&o
estdo sempre presentes. Este acido possui uma leve acidez, entdo a presenca de
BAL no kombucha pode parecer mais desejavel do que a presenca de BAA. No
entanto, as BAL podem representar outros desafios a medida que continuam a
produzir 4cido apés o engarrafamento anaerobico da bebida, enquanto a atividade
metabolica das bactérias do é&cido acético cessa apds o engarrafamento em
condicBes anaerobicas.

O ché utilizado para a fabricacdo do kombucha também impacta no processo
de fermentacdo e na avaliagdo sensorial da bebida resultante. Os compostos mais
caracteristicos do ch& sao as catequinas, e essas concentracées diminuem ao longo
do curso do processo de fermentacdo do kombucha, assim como, o teor de cafeina
também reduz (GAGGIA et al., 2019).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA KOMBUCHA

A atividade antimicrobiana da kombucha contra agentes patogénicos é
atribuida principalmente ao acido acético, acidos orgéanicos e outros metabdlitos
gerados na fermentacdo. Esses metabdlitos sdo associados aos polifendis do cha,
principalmente as catequinas, que juntos inibem significativamente um amplo
espectro de bactérias gram-positivas e negativas (KHALEIL et al., 2020).

Vérios estudos descrevem experimentos in vitro comprovando a atividade
antimicrobiana do kombucha ( KHALEIL et al., 2020; SHAHBAZI et al., 2018;
VUKMANOVIC et al., 2022).

VUKMANOVIC et al., (2022) produziram a bebida kombucha a partir do
efluente da clarificacdo do mosto de uva. O substrato para fermentacao foi
preparado diluindo o efluente esterilizado da vinicola em 70, 50 e 30 g/L de agucares
totais. A fermentacdo durou nove dias a 20, 25 e 30°C. A bebida kombucha foi
produzida com sucesso em todos as trés temperaturas e niveis de agucar testados.
Observou-se que todas as bebidas de kombucha apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028) testadas. As amostras controle
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(efluente da clarificagdo do mosto de uva e cha preto ndo inoculados e kombucha
neutralizado a pH 7,0) ndo apresentaram efeito antimicrobiano. N&o houve atividade
antimicrobiana contra a levedura testada (Candida albicans ATCC 10231). A analise
de correlacdo mostrou um aspecto positivo entre o teor acido acético e a atividade
antimicrobiana.

AI-MOHAMMADI et al.,, (2021) testaram quatro tipos de preparacdes
(kombucha fermentado, kombucha neutralizado, kombucha tratado termicamente e
chd ndo fermentado) em relacdo a atividade antimicrobiana contra cepas
bacterianas (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 14579,
Listeria monocytogenes ATCC 4957, Escherichia coli ATCC 11229 e Salmonella
typhimurium ATCC 14028) e fangicas (Aspergillus flavus ATCC 16872 e Aspergillus
niger ATCC 20611), usando o ensaio de difusdo em poc¢o de agar. A kombucha
fermentada exerceu efeito antimicrobiano mais forte quando comparado com as
bebidas de kombucha neutralizadas e tratadas termicamente. Zonas de inibicao
significativa de todas as cepas bacterianas e fungicas testadas foram obtidas com a
kombucha fermentada, em comparacdo com outras preparacdes de kombucha. O
cha ndo fermentado ndo apresentou atividade antimicrobiana. Entre as cepas
bacterianas testadas, S. aureus e E. coli foram os organismos mais sensiveis,
registrando 19 e 18 mm de diametros da zona de inibicdo, respectivamente, ao
empregar a preparacdo de kombucha fermentado e 12 mm diametro da zona de
inibicdo de ambas as cepas ao empregar a preparacdo de kombucha tratado

termicamente.

2.5 EFEITOS BENEFICOS A SAUDE DOS COMPOSTOS QUIMICOS DA
KOMBUCHA

A bebida kombucha é fonte de componentes bioativos, como polifendis e
acido glucurdnico. Os resultados benéficos do consumo de kombucha séo atribuidos
ao efeito sinérgico desses componentes, tornando-se uma bebida com potenciais
propriedades benéficas para a saltde. E evidente que seu consumo pode proteger

contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, principalmente devido ao
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seu teor de polifendis que inibe oxida¢do do LDL( Low Density Lipoprotein) regula o
metabolismo do colesterol e previne a pressao arterial elevada (LEAL et al., 2018).

A kombucha atrai muitos consumidores preocupados com a saude que
tendem a preferir um produto néo filtrado e ndo pasteurizado, pois acreditam que
certos microrganismos da kombucha possuem propriedades probioticas. No entanto,
o potencial probi6tico da kombucha parece ser bastante limitado, pois o consumo de
leveduras vivas ou BAA ndo é comumente associada com beneficios para a saude.
Por outro lado, a presenca de BAL pode conferir um beneficio de salde ao
kombucha, o que torna sua presenca desejavel (LAUREYS et al., 2020).

Por outro lado, varios estudos provaram que a kombucha com alta acidez
exerce atividade antibacteriana contra uma ampla gama de bactérias. As
propriedades antimicrobianas da kombucha sdo supostamente atribuidas aos acidos
organicos sintetizados. Confirma-se que os acidos organicos fracos como o acido
acético possuem atividade inibitéria em pH baixo, porque favorecem o estado nao
carregado e ndo dissociado da molécula, que é livremente permeavel através da
membrana plasmatica e, portanto, entra na célula. A inibicdo do crescimento de
bactérias patogénicas por acidos fracos foi proposta como: (1) ruptura da
membrana; (2) inibicdo de reacdes metabodlicas essenciais; (3) estresse no pH
intracelular e quebra da homeostase; (4) acumulo de &anions toxicos. Muito
provavelmente bacteriocinas também sdo produzidas por bactérias e leveduras

durante a fermentagdo do kombucha (VYNA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi realizar estudos fisico-quimicos de kombucha

fermentada em trés tipos de acucares (cristal, demerara e mascavo).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aferir o pH e acidez total;

e Quantificar a sacarose e os sélidos solUveis totais (°Brix) nas amostras de

kombucha de diferentes acgucares;

e Determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS e
quantificar os compostos fendlicos.
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4 JUSTIFICATIVA

Nos tempos atuais ha uma procura cada vez maior por alimentos que visem o
bem-estar geral do organismo. Em relacdo a isso, a bebida kombucha parece ter
vindo de encontro as necessidades de uma populagdo mais instruida, que comeca a
entender o valor de alimentos considerados funcionais. A kombucha ainda tem um
amplo espaco para se consolidar em um mercado promissor e em expansao. No
Brasil essa bebida vem se popularizando ainda de forma timida, com producdes
artesanais e caseiras, enquanto lojas especializadas nesse tipo de produto ndo sao
muito populares por enquanto. Assim, trabalhos académicos que divulguem mais
informacBes sobre kombucha se tornam importantes propagadores dessa bebida

probidtica jaA bem conhecida em paises asiaticos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 BEBIDAS FERMENTADAS

A amostra de kombucha foi comprada de um fornecedor local do DF. Para o
processo de fermentacdo foram utilizados aglUcar mascavo organico, acgucar
demerara organico e acucar cristal organico na concentracdo de 10% (p/v), cha
verde (Camellia sinensis) 4% (p/v) e agua filtrada. A fermentacdo ocorreu por 7 e 14

dias em temperatura ambiente.

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS BEBIDAS FERMENTADAS

5.2.1 Acidez Total

A determinacdo da concentracdo de acidez total foi por meio da acidez
titulavel (IAL, 2008), foram utilizados 10 mL de cada amostra e transferidos para um
béquer de 2500 mL. Posteriormente, foram adicionados 100 mL de agua destilada e
3 gotas da solucéo de fenolftaleina. A titulada foi iniciada com solug¢éo de hidroxido
de sodio 0,1 M, utilizando bureta de 25 mL. A virada é indica pelo aparecimento da
coloracao rosa. O célculo foi feito de acordo com a equacéao:

. . Volume NaOH gasto x Peso molecular HCl (60)
Acido acético (%) =

Volume da amostra x 10

5.2.2 pH

A afericdo do pH foi analisado com auxilio de um pHmetro digital calibrado
Gehaka modelo PG 1800 (AOAC, 2006). O pH inicial foi de 6,5 para os xaropes
preparados com agucar mascavo, demerara e cristal, respectivamente.

5.2.3 Concentracao de Sacarose.

O teor sacarose foi determinado pelo método ADNS (3,5-dinitrosalicilicoacido)

(MILLER, 1959). Para a hidrolise, foram pipetados 400 uL das amostras em tubos de
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ensaio e adicionados 200 uL de Acido Cloridrico Puro (P.A.). A mistura foi incubada
a 60 °C com agitacdo para obtencdo de uma solucao limpida. Apés 10 minutos os
tubos de ensaio foram retirados do banho, neutralizados com 400 uL de NaOH 6N e
transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
agua destilada. Em tubos de ensaio foram transferidos 500 uL das amostras
hidrolisadas, 1700 uL de &gua destilada e 2000 uL do reagente DNS foram
adicionados. As misturas foram incubadas em agua fervente por 5 min e resfriadas a
temperatura ambiente. Os valores de absorbancia foram entéo registrados a 540 nm
no espectrofotometro UV-Vis. Uma curva de calibracdo (ANEXO 1) foi preparada
com glicose na concentracdo de 0,2 a 0,8 g.L™. Os valores foram expressos em g

(gramas) de sacarose por L (litros) de amostra (g.L™).
5.2.4 Sdlidos Soluveis Totais (SST)

A concentracdo dos sélidos sollveis totais foi medida por meio do
refratbmetro. A concentracao inicial de acucar foi ajustada para 10 °Brix em todas as
amostras de kombucha. As medicfes foram aferidas apos a fermentacdo de 7 e 14
dias. A analise foi realizada em triplicata e os valores expressos em indice
refratométrico (°Brix).

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
5.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos foram determinados conforme protocolo de Folin-
Denis (FOLIN & DENIS, 1912). Essa metodologia identifica a concentragdo de
fendlicos na amostra. Inicialmente foi preparado uma solucéo de carbonato de sodio
(Na,CO3), adicionando 25 g de carbonato de sédio anidro em 100 mL de agua
destilada, dissolvido a 70°C e armazenado em temperatura ambiente por 24 horas.
Para a analise, foram pipetadas em tubos de ensaio 200 pL da amostra, 8300 uL de
agua, 1000 pL da solugao de carbonato de sédio e 500 yL do reagente de Folin-

Denis. As amostras foram solubilizadas e repousaram por 30 minutos em
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temperatura ambiente. A leitura da absorbancia no espectrofotometro UV-Vis foi
realizada a 760 nm, usou-se agua destilada para a absorbancia zero. Uma curva de
calibracdo (ANEXO 2 ) foi preparada com acido géalico na concentracdo de 0,02 a
0,10 mg.L?, obtidos a partir da solugcdo estoque (100 mg.L™?). A andlise das
amostras foi realizada em triplicata e os valores expressos média + desvio padréo
em miligramas (mg) de &cido galico equivalente (GAE) por 100 mililitros (mL )de
amostra (mg GAE.100 mL™).

5.3.2 Atividade antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazila) com modificac6es (SILVEIRA, 2018). O DPPH é uma radical que na
presenca de amostras antioxidante, captura o hidrogénio (préton) estabilizando o
radical. Dessa forma, observa-se a mudanca da cor roxa para branca. Para a
analise, uma solucao estoque foi preparada na concentracdo de 0,8mM. Pesou-se
16 mg de DPPH, completou um baldo volumétrico de 500 mL com alcool etilico
absoluto e ap6s homogeneizar a solucao, foi transferida para um vidro ambar e
armazenado sob refrigeracdo. No dia da analise a solu¢cdo de DPPH foi dissolvida
em etanol até a leitura da absorbancia entre 0,900 e 1,100 & 517nm no
espectrofotometro UV-Vis. Em tubos de ensaio as amostras foram diluidas no dia (0)
zero: cha verde, xarope de acgucar mascavo (10% p/v), xarope de acucar demerara
(10% p/v) e xarope de acUcar cristal (10%), na proporcao de 1:1, 2:3, 1.1 e 1:1,
respectivamente. Nos dias 7 e 14 as bebidas de kombucha de agucar mascavo,
demerara e cristal foram diluidos na proporgéo de 1:2, 1:1 e 1.1, respectivamente.
Apés a diluicdo, amostras de 100 uL foram adicionadas a 3900 uL da solucéo de
DPPH e armazenadas na auséncia de luz por 30 minutos. A leitura da absorbancia
foi realizada a 517 nm no espectrofotdometro. Uma curva de calibragdo (ANEXO 3)
foi preparada com TROLOX (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico)
na concentracdo de 0,05 a 1,00 mM, obtidos a partir da solugdo estoque de
TROLOX (2mM). As analises foram realizadas em triplicata e os valores expressos
pela média + desvio padrao e expressos em milimolar (mM) de TROLOX equivalente
por 100 mililitros (mL) de amostra (mM TE.100 mL™).
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5.3.3 Atividade antioxidante - ABTS

A capacidade antioxidante da bebida de kombucha foi analisada pelo método
ABTS (2,2 -azino-bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-asulfonic acid) (RUFINO, 2007) com
adaptacdes. O radical ABTS tem a capacidade de capturar protons na presentes da
solugcéao, demostrando o potencial antioxidantes presentes nas amostras analisadas.
Apoés a captura, o radical fica estavel, representado pela mudanca na coloracdo de
verde-escura para verde-clara. Para a preparacdo da solucdo estoque adicionou-se
0,192 g de ABTS em um bal&o volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
adgua destilada. Para a preparacdo do radical ABTS, adicionou-se 0,88 mL da
solucdo de persulfato de potassio em 50 mL da solucdo estoque de ABTS, em
seguida a solucédo foi armazenada em um vidro ambar sob refrigeracdo por 16
horas. Para a analise a solucdo de ABTS foi dissolvida em etanol até a leitura da
absorbancia entre 0,700 & 734 nm no espectrofotdmetro UV-Vis As amostras com
acucar mascavo foram diluidas na propor¢céo de 1:5 em zero (0) diae 1:14em7 e 14
dias. As amostras de acucar demerara e acuUcar cristal, foram diluidas na proporcéo
de 1:2, nos 3 (trés) tempos. Em tubos de ensaio, aliquotas de 30 uL das diluices
em 3000 uL do radical de ABTS, homogeneizadas e armazenadas sob a auséncia
de luminosidade por 6 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 734 nm no
espectrofotdbmetro. Uma curva de calibragao (ANEXO 4) foi preparada com TROLOX
(6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) na concentracdo de 100 a
2000 uM, obtidos a partir da solucdo estoque de TROLOX (2000 uM). As analises
foram realizadas em triplicata e os valores expressos meédia + desvio padrao de
atividade antioxidante expressos em milimolar (mM) de TROLOX equivalente por
100 mililitros (mL) de amostra (mM TE.100 mL™).

5.4 ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
através dos valores da média e desvio padrao. O valor de p calculado foi obtido por

meio do teste de ANOVA néo pareado e quando as meédias foram significativamente
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diferentes a p<0,05, o teste de Tukey foi usado para comparacdo das médias. Os

®
dados foram analisados com uso do software STATISTICA , versao 10.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados de acidez total e pH da kombucha
fermentada em trés tipos de acucares (cristal, demerara e mascavo). Houve um
elevado valor de acidez total nas amostras, sendo que a kombucha de acUcar
mascavo teve o maior valor de acidez, variando de 7,7% no 7° dia para 29,9% no

14° dia de fermentacao.

Tabela 1. Determinacdo da acidez total e do pH da kombucha fermentada em
trés tipos de aclcares (cristal, demerara e mascavo)

Amostras
N KAM KAD KAC
Anéalises
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
AcidezTotal
(% de Acido 7,740,20*  29,9+0,10° 4,3+0,50° 13,2+0,40° 5,4+0,50° 13,0+0,10°
Acético)
pH

3,49+0,01* 2,92+0,012 2,83+0,02®° 2,54+0,01° 2,65+0,01° 2,49+0,00°

Fonte: elaboracdo prépria. Valores descritos em média de analises em triplicata + desvio padrao.
KAM = Kombucha de Acucar Mascavo; KAD = Kombucha de Aglcar Demerara; KAC = Kombucha de
Aclcar Cristal. As médias na mesma linha com letras diferentes séo significativamente diferentes a
p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Outros estudos reportaram valores menores de acidez nas amostras de
kombucha. KAEWKOD et al. (2019) obtiveram acidez de 1,2% para kombucha de
cha verde fermentada por 15 dias. JAKUBCZYK et al. (2020) reportaram que a
kombucha produzida com cha verde apresentou acidez de 0,9% em 14 dias de
fermentacdo. SANTOS (2021) reportou acidez de 1,3-2,4% para amostras de
kombucha de cha verde fermentadas por 7 dias.

A acidez elevada pode ser explicada pela producdo de vérios &cidos
organicos durante o processo fermentativo, sendo 0s principais o acético e o
glucénico (CHAKRAVORTY et al., 2016).

De acordo com a legislagao brasileira (BRASIL, 2019), o pH da kombucha
pode variar entre 2,5 e 4,2. Sendo assim, observou-se as amostras deste estudo
estavam dentro dos parametros da legislacdo para kombucha (2,65-3,49 no 7° dia

de fermentacéo e 2,50-2,92 no 14° dia de fermentacao).
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Em relagdo ao pH da kombucha, outros autores observaram resultados
similares aos obtidos nesse estudo. SILVA JUNIOR et al. (2021) relataram pH de
2,56 no 7° dia de fermentacdo e JAFARI et al. (2020) encontraram um pH de 3,17 no
14° dia de fermentacao.

A Tabela 2 mostra os resultados de sacarose e solidos soluveis totais da

kombucha fermentada em trés tipos de acUcares (cristal, demerara e mascavo).

Tabela 2. Determinacdo de sacarose e solidos sollveis totais (SST) da
kombucha fermentada em trés tipos de aclUcares (cristal, demerara e mascavo)

Amostras

. KAM KAD KAC
Analises

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Sacarose (%)  6,2+0,00%  3,5+0,00°  6,2+0,00° 5,3+0,00° 6,8+0,00°  6,2+0,00°
SST (°Brix) 7,940,00*  6,0+0,00°  7,8#0,00*°  6,3%0,00°  7,7+0,00®  6,2+0,00"

Fonte: elaborac@o prépria. Valores descritos em média de analises em triplicata + desvio padréo.
KAM = Kombucha de Acucar Mascavo; KAD = Kombucha de Agucar Demerara; KAC = Kombucha de
Acucar Cristal. As médias na mesma linha com letras diferentes séo significativamente diferentes a
p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Observou-se que houve reducdo da sacarose de 6,2-6,8% em 7 dias para
3,5-6,2% em 14 dias de fermentacdo. Resultados similares foram reportados por
BARBOSA et al. (2021), onde a kombucha de cha verde apresentou valores de
acucares superiores a 4% ao fim do 15° dia de fermentacdo da kombucha. SANTOS
(2021) reportou valores de 3,6 a 7,1% de sacarose em amostras de kombucha de
chéa verde fermentadas por 7 dias.

No que se refere ao teor de sélidos soluveis, as amostras de kombucha
deste estudo tiveram um declinio dos valores de 10,0°Brix no cha verde adocado
antes da fermentacédo para 7,7-7,9°Brix em 7 dias de fermentacéo e 6,0-6,3°Brix em
14 dias de fermentacdo. JAKUBCZYK et al. (2020) encontraram valores de
10,7°Brix no cha adocado antes da fermentacdo e 8,7°Brix no 14° dia de
fermentacdo. MUHIALDIN et al. (2019) obtiveram valores de 10,7°Brix no cha
adocado antes da fermentacédo e 7,0°Brix no 14° dia de fermentacdo. ULUSQY e
TAMER (2019) encontraram um valor de 6,5°Brix no cha adogcado antes da
fermentacdo e menos de 6°Brix em 2 dias de fermentacéo.

A reducdo dos sodlidos soluveis na kombucha é algo previsivel onde a

sacarose e 0s outros tipos de acucares presentes no liquido sdo consumidos pelas
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bactérias e leveduras do SCOBY para seu desenvolvimento servindo de energia
para funcdes metabdlicas importantes (CHAKRAVORTY et al., 2019).

A Tabela 3 mostra os resultados de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante das matérias primas usadas na producdo da kombucha (cha verde,

acucar mascavo, agucar demerara e agucar cristal).

Tabela 3 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das matérias primas
usadas na producdo da kombucha (cha verde, acicar mascavo, acucar demerara e
acuUcar cristal)

Amostras
Analises Ccv AM 10% AD 10% AC 10%
Fendlicos (mg GAE/100mL) 26,8+0,51°% 131,0+1,40° N/A N/A
DPPH (mM TE/100 mL) 55,041,172 106,2+2,94° N/A N/A
ABTS (mM TE/100 mL) 214,6 + 4,68% 320,1+2,34° N/A N/A

Fonte: elaboragéo prépria. Valores descritos em média de analises em triplicata + desvio padrdo. CV
= Ché verde; AM 10% = AcUcar Mascavo 10%; AD 10% = AcUcar Demerara 10%; AC 10% = AcUcar
Cristal 10%; N/A = ndo houve compostos fendlicos e atividade antioxidante. As médias na mesma
linha com letras diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de
Tukey.

Neste estudo, o cha verde apresentou teor de compostos fendlicos de 26,8
mg GAE/100 mL. KODAMA et al. (2010) reportaram que as infusdes preparadas a
partir de saches de cha verde tiveram contelddos de compostos fendlicos de 48 a
100 GAE/100 mL. AGUIAR et al. (2013) reportaram valor de 72,3 mg GAE/100 mL
de compostos fendlicos na bebida pronta de cha verde. SANTOS (2021) reportou
valor de 95,0 mg GAE/100 mL de compostos fendélicos no cha verde que foi usado
na producdo da kombucha. Os valores de compostos fendlicos do cha verde sofrem
variacao nos estudos da literatura, pois ha variacdo na quantidade de folhas usadas
no preparo da bebida, além de variacdes relacionadas aos processos de producao
das folhas do cha (localizagé&o e época de plantio e colheita, processo de secagem e
moagem das folhas).

O cha verde (Camellia sinensis) deste estudo apresentou valores de
atividade antioxidante de 55 mM TE/100 mL no teste de DPPH e 214,6 mM TE/100
mL no teste de ABTS. KODAMA et al. (2010) reportaram que as infusdes
preparadas a partir de saches de cha verde tiveram valores de 22-65,5 mM TE/100
mL no teste de DPPH. OLIVEIRA et al. (2022) reportaram valores de capacidade
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antioxidante para ABTS de 183-189 mM TE/100 mL em bebidas de cha branco
(Camellia sinensis) prontas para 0 consumo.

Os compostos bioativos mais comuns do cha verde incluem compostos
fendlicos como as catequinas, proantocianidinas e flavonoides, sendo relacionados
com as suas propriedades bioldgicas, incluindo as atividades anticarcinogénica, anti-
inflamatoéria, imunomoduladora, antimicrobiana e hipocolesterolémica (KHAN &
MUKHTAR, 2019).

O xarope de acucar mascavo a 10% (p/v) apresentou expressivo teor de
compostos fendlicos (131 mg GAE/100 mL), enquanto os xaropes de acucar
demerara e acucar cristal ndo apresentaram compostos fenélicos. Outros estudos na
literatura reportaram o teor de compostos fendlicos do acucar mascavo e derivados
da cana de acucar.

PAYET et al. (2005) reportaram que o teor de fendlicos totais dos acucares
mascavos variou de 10,8 a 41,8 mg GAE/100 mL. Segundo os autores 0s acucares
mais coloridos apresentaram maior teor de compostos fendlicos devido a maior
presenca de produtos da reacdo de Maillard, como as melanoidinas. FAGUNDES
(2010) encontrou em meédia 295,8 mg GAE/100 mL de polifendis totais em 13
amostras de melado. ASIKIN et al. (2016) reportaram valores de compostos
fendlicos de 210,5 a 264,2 mg GAE/100 mL em amostras de acucar mascavo.

BARRERA et al. (2020) reportaram valor de 58,7 mg GAE/100 mL de
polifendis totais em acucar mascavo. Foram identificados compostos fendlicos como
acidos hidroxicinAmicos (clorogénico, cafeico, cumarico, ferulico) e flavonas
(apigenina, tricina, luteolina) no acucar mascavo.

O xarope de acucar mascavo a 10% (p/v) apresentou valores de atividade
antioxidante de 106,2 mM TE/100 mL no teste de DPPH e 320,1 mM TE/100 mL no
teste de ABTS. ASIKIN et al. (2016) reportaram valores de atividade antioxidante
entre 149,5 e 169,8 mM TE/100 mL no teste de DPPH para amostras de acgucar
mascavo.

A Tabela 4 apresenta os resultados de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante da kombucha fermentada em trés tipos de acucares (cristal,
demerara e mascavo). Notou-se que a kombucha de aclucar mascavo apresentou 0s

maiores valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante em relagdo as
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bebidas elaboradas com agucar demerara e agUcar cristal, comprovando que ambas
as matérias primas (cha verde e aclUcar mascavo) usadas na producdo da
kombucha contribuiram para o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante
da bebida.

Tabela 4. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante da kombucha
fermentada em trés tipos de agucares (cristal, demerara e mascavo)

Amostras
) KAM KAD KAC
Anédlises i i _ _ , _
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Fendlicos a b c d d d
121,3+7,37 67,0+3,60 25,8+1,58 20,7+1,40 22,3+0,75 18,4+0,20
(mg GAE/100mL)
DPPH a b c d e c
109,0+2,96 98,4+0,66 58,6+0,92 49,3+0,25 68,5+1,17 57,5+0,57
(mM TE/100 mL)
ABTS

273,4+3,61% 135,2+3,35" 104,5+1,40° 51,1+4,16° 80,7+0,54° 22,3+0,36'
(mM TE/100 mL)

Fonte: elaboracdo prépria. Valores descritos em média de analises em triplicata + desvio padréo.
KAM = Kombucha de Aclcar Mascavo; KAD = Kombucha de Aglcar Demerara; KAC = Kombucha de
Acucar Cristal. As médias na mesma linha com letras diferentes séo significativamente diferentes a
p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

A kombucha de acucar mascavo deste estudo apresentou 67,0 mg GAE/100
mL de compostos fendlicos apds 14 dias de fermentacdo. SHAHBAZI et al. (2018)
reportaram valor de compostos fendlicos de 56,5 mg GAE/100 mL da kombucha de
cha verde em 16 dias de fermentagdo. Ja CARDOSO et al. (2020) encontraram 70
mg GAE/100 mL de compostos fendlicos em kombucha de cha verde fermentada
por 10 dias, o que pode ter relacdo com a maior quantidade de folhas de cha verde
utilizada, ou seja, 12 g/L.
A kombucha de acucar mascavo deste estudo apresentou 135,2 mM TE/100
mL de capacidade antioxidante pelo método de ABTS apdés 14 dias de fermentacao.
ZOU et al. (2021) verificaram que a atividade antioxidante de kombucha de cha
verde foi de 100 mM TE/100mL em 14 dias de fermentacdo pelo teste de ABTS.
MIZUTA et al. (2020) encontraram em kombucha de cha verde uma atividade
antioxidante de 115,1 mM TE/100mL em 14 dias de fermentacdo pelo teste de
ABTS. URRUTIA et al. (2021) reportaram atividade antioxidante de 50,1 mM
TE/100mL pelo teste de ABTS da kombucha de cha verde fermentada por 15 dias.
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Independente do tipo de acglcar utilizado na producéo das bebidas, observou-
se um declinio dos valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante ao longo
do tempo de fermentacdo, sendo assim, os valores foram maiores em 7 dias de
fermentacdo e menores em 14 dias de fermentacdo. Outros estudos da literatura
reportaram resultados similares ao nosso estudo. OLIVEIRA (2021) reportou que no
inicio do armazenamento das amostras de kombucha, os valores da capacidade
antioxidante foram de 165-172 mM TE/100 mL no teste de ABTS e que esses
valores diminuiram em 14 dias para 134-145 mM TE/100 mL.

KIM et al. (2011) investigaram a capacidade antioxidante de infusdes de cha
verde por 12 semanas de armazenamento e a capacidade antioxidante diminuiu em
18 a 30% ao longo do periodo de armazenamento. NEKVAPIL et al. (2012)
relataram que o armazenamento refrigerado a 4 °C de bebidas de cha branco, preto
e verde garante uma diminuicdo mais lenta da capacidade antioxidante em
comparacao com temperatura ambiente (22 °C).

A concentracdo e composicao de diversos compostos quimicos que se fazem
presentes na kombucha estdo diretamente ligados ao tipo de acucar utilizado, bem
como sua quantidade (CHAKRAVORTY et al., 2019; KOCADAGLI; OZDEMIR;
GOKMEN, 2013). O tipo de cha utilizado e a quantidade, também influenciam as

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da kombucha (SILVA et al., 2021).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou os aspectos fisicos e quimicos da bebida
kombucha utilizando trés diferentes acucares (cristal, demerara e mascavo) como
substrato de fermentacdo. A concentracdo e composi¢cdo de diversos compostos
quimicos que se fazem presentes na kombucha estédo diretamente ligados ao tipo de
acucar utilizado, bem como sua quantidade.

A kombucha de aclUcar mascavo apresentou 0s maiores valores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante em relagdo as bebidas elaboradas com
acucar demerara e agucar cristal. A capacidade antioxidante do aclUcar mascavo
esta fortemente relacionada aos compostos fenolicos naturais presentes na cana-de-
acucar, enquanto o processo de refinamento dos aclUcares demerara e cristal ndo
preserva esses compostos fendlicos.

Os compostos fenodlicos sdo considerados importantes constituintes bioativos
dos alimentos, tornando o acUcar mascavo uma alternativa mais saudavel em
relacdo aos acucares demerara e cristal para ser usado na producédo de kombucha

tanto em casa quanto na industria.
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ANEXO 1
CURVA PADRAO ADNS

ADNS - 540nm
H20 Glico ADN Glico Absorb.
(mL) (mg) (mL) (mg) (540 nm)
0,8 0,2 2 0,162 0,100
0,6 0,4 2 0,270 0,416
0,4 0,6 2 0,432 0,945
0,2 0,8 2 0,540 1,308

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0,000

alboradoCURVA PADRAO ADNS

0,000

y =3,2066x - 0,4333
R?=0,9993

0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600



ANEXO 2
CURVA PADRAO FENOLICOS

AC. GALICO 760nm

Curva Padrao acido tanico

Concentracao Final (mg) Absorbancia (760 nm)
0,02 0,114
0,04 0,231
0,06 0,344
0,08 0,495
0,10 0,597

0,700

0,600

0,500

0,400

0,300 = 6,15x - 0,0128
0,200 R%?=0,9971
0,100

0,000

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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ANEXO 3
CURVA PADRAO DPPH

DPPH 517nm - Abs: 1,1a0,9

Trolox (100 pL) +
DPPH (3900pL)

Solucéo Alcool Conc. Final Absorbéancia (517
Trolox 2mM. (uL)  Etilico (uL) (LM) nm)
25,0 975,0 50 50 0,893
100,0 900,0 200 200 0,830
200,0 800,0 400 400 0,701
300,0 700,0 600 600 0,572
400,0 600,0 800 800 0,445
500,0 500,0 1000 1000 0,333

Titulo do Eixo

1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

CURVA PADRAO DPPH

y =-0,0006x + 0,9371
R*=0,998

200 400 600 800 1000 1200
Titulo do Eixo



ANEXO 4

CURVA PADRAO ABTS

ABTS - 734nm - Abs: 0,7

Trolox (30 pL) +
ABTS (3000pL)

Solucéo Alc. Conc.
Trolox 2mM. Etilico Final Absorbéancia (734
(mL) (mL) (HM) nm)
0,5 9,5 100 100 0,630
2,5 7,5 500 500 0,533
5,0 5,0 1000 1000 0,369
7,5 2,5 1500 1500 0,268
10,0 0,0 2000 2000 0,066

0,700
0,600
0,500
0,400
0,300

Titulo do Eixo

0,200
0,100
0,000

CURVA PADRAO ABTS

y =-0,0003x +0,6697 -
R2=0,99

500 1000
Titulo do Eixo

1500 2000 2500
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