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RESUMO

Introducdo: A bebida kombucha é resultado de uma fermentacdo produzida geralmente pelo
ché verde e chéa preto, que tem o aglcar como substrato e possuindo a simbiose de bactérias e
leveduras. Objetivos: Producéo de kombucha de forma artesanal e em frascos agitados, usando
0 cha verde, circuma e erva-mate como extrato. Método: A producdo por ambos os métodos
durou 7 dias, com a diferenca de que o método em frascos agitados sofreu variacdes na
temperatura e agitacdo. As kombuchas foram avaliadas quanto ao pH e atividade antioxidante.
Resultados: Os valores de pH nédo diferenciaram significativamente em funcdo ao modo de
producdo. Na andlise de atividade antioxidante, a kombucha de circuma mostrou melhor
atividade para o método tradicional e houve diferenca significativa para os ensaios com
variaghes em temperatura e agitacdo para os frascos agitados. A viabilidade da kombucha
artesanal determinou que os produtos ndo podem ser reportados como probidticos.

INTRODUCAO

Uma bebida funcional, de origem Asiatica, que esta nas tendéncias atuais e se popularizando é
a kombucha. E obtida pela infus&o de folhas de cha seguido da sua fermentac&o, utilizando uma
associacao simbidtica de bactérias e fungos, conhecida como SCOBY. Para a producdo da
kombucha, os extratos utilizados geralmente sdo o cha verde ou o ché preto, por apresentarem
caracteristicas de aroma e propriedades medicinais. A kombucha trata-se de uma bebida
refrescante que em sua analise sensorial apresenta-se levemente adocicada e levemente acida,
conhecida e consumida mundialmente. Sua fabricagdo pode ocorrer a nivel artesanal, por meio
da fermentacdo (DIEZ-OZAETA; ASTIAZARAN, 2022).
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Diversos estudos demonstram as propriedades funcionais da kombucha. O consumo da bebida
pode, por exemplo, oferecer beneficios para a salde humana, com propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidante, anticancer, anti-hipertensivo, entre outros (ANANTACHOKE et
al., 2023).

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), que pertence a familia das Aquifoliaceae, apresenta
uma elevada producdo e comercializacdo na América do Sul. Conhecida popularmente por
causa do chimarrdo, chés e por suas diversas finalidades, a erva-mate ¢ uma planta com
potencial para a inddstria cosmética e farmacéutica, devido a presenca de compostos bioativos,

como saponinas, polifendis e alcaloides (SONG et al., 2025).

A clrcuma (Curcuma longa L.) é originéria da India e do sudeste da Asia, tem seu uso em
corantes, condimentos alimenticios e possui um grande potencial antioxidante e antimicrobiano
(FULORIA et al., 2022).

Em busca de um estilo de vida saudavel e alternativo, procurando empregar as plantas nativas
da nossa regido e outras que demostram potencial antioxidante, este trabalho busca estudar a
producdo de kombucha de forma artesanal e em frascos agitados, usando o cha verde, circuma

e erva-mate como extrato e como substrato, a sacarose.

METODOLOGIA

Para o preparo dos extratos que serdo utilizados no método tradicional, fez-se a infusdo das
plantas, onde utilizou-se um béquer com capacidade de 1 L, no qual foram adicionados 400 mL
de &gua destilada que foi aquecida entre 80°C a 90°C. Em seguida, ocorreu a adi¢do de 6 g de
cha verde, clrcuma e erva-mate, onde foram mantidos por 3 minutos em infusdo.
Posteriormente, ocorreu a filtracdo simples. Em cada infusdo preparada, adicionou-se 200 g de
acucar cristal, e homogeneizou-se com auxilio de um bastéo de vidro, até completa dissolugéo
do aglcar e adicionou-se mais 1200 mL de 4gua em temperatura ambiente.

Ja para o preparo dos extratos que serdo utilizados nos frascos agitados, fez-se a infusdo das
plantas em um béquer com capacidade de 500 mL, no qual foram adicionados 200 mL de agua
destilada e aquecida entre 80°C a 90°C. Em seguida, ocorreu a adicdo de 3 g de cha verde,

cdrcuma e erva-mate, mantidos por 3 minutos em infusdo. Posteriormente, ocorreu a filtragdo
2
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simples. Em cada infusdo preparada, adiciona-se 20 g de agucar cristal, e homogeneizou-se com
auxilio de um bastdo de vidro, até completa dissolucdo do agucar.

A producdo da kombucha, pelo método artesanal, se deu utilizando os extratos de cha verde
(Camellia sinensis (L.) Kuntze), circuma (Curcuma longa L.) e erva-mate (llex paraguariensis
St.-Hil.), que foram preparados na etapa anterior, em recipientes de vidro mantidos em
temperatura de 20°C e 25°C, aproximadamente. Em seguida, foi adicionado em cada recipiente
fermentativo um volume de 250 mL de starter (liquido inicial da fermentacdo da kombucha) e
também a cultura viva (SCOBY). Por ultimo, os recipientes foram cobertos com tule e atilho,
proporcionando a passagem de ar, sem que houvesse contaminagdes por insetos e/ou sujeiras
fisicas. A fermentacao ocorreu por um periodo de 7 dias.

Para a producdo da kombucha em frascos agitados, realizou-se a producdo dos extratos
seguindo 0os mesmos passos do método artesanal. Em cada frasco agitado, foi adicionado o
respectivo extrato e 50 mL de starter (liquido inicial da fermentacéo da kombucha), totalizando
um volume de 250 mL e foi inserido ¥ de SCOBY. Em seguida, os frascos foram levados ao
shaker (Excella modelo E25), onde variou-se a temperatura de incubacdo e agitacdo (rpm) de
acordo com o planejamento fatorial completo 22 (Tabela 1), avaliando como resposta o pH e
atividade antioxidante.

Tabela 1 - Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 da influéncia da

temperatura e da agitacdo na producao de kombucha de cha verde, curcuma e erva-mate.

Niveis
Variaveis _
) Codigos -1,41 -1 0 +1 +1,41
independentes*
Agitacéo (rpm) X1 14,75 25 50 75 85,25
Temperatura
) X2 17,95 20 25 30 32,05

*Variaveis independentes fixas: (200 ml de agua destilada, 20 g de aglcar, 3 g de cada ch, 50
ml de starter e ¥ do scoby).
Fonte: A autora (2019).
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As kombuchas produzidas pelo método artesanal, foram submetidas ao processo de liofilizag&o.
Cada kombucha foi distribuida em placas de petri, em camada fina e congeladas a -80°C e
liofilizadas até remocdo da agua residual. As kombuchas liofilizadas foram armazenadas em
frascos ambar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo, até o momento das
analises.

A determinacdo do potencial antioxidante das kombuchas foi realizado pela avaliacdo da
atividade do radical livre DPPH (1,1 diphenil — 2 — picryl hydrazil) (BALOGH, 2011). A técnica
foi realizada em tubos de ensaios, utilizando os extratos fermentados resultantes da preparacéo
das kombuchas pelo método tradicional (artesanal) e em frascos agitados, e as amostras de cha
ndo fermentadas. Para cada extrato, foi utilizado concentracdes diferentes. Os extratos foram
diluidos em alcool etilico absoluto e em propor¢oes especificas. Nos mesmos tubos de ensaio
foram adicionados 1 mL de solu¢éo etandlica de DPPH 0,3 mM.

Para a determinacdo do DPPH, foram analisadas 6 concentracBes do extrato de cha verde, que
variaram entre 0,3 pg/mL a 50 pg/mL, 7 concentracBes do extrato de circuma, variando entre
25 pg/mL e 750 pg/mL, e 6 concentracdes do extrato de erva-mate, entre 5 pg/mL e 100 pg/mL.
Foi preparado o controle negativo, contendo 3mL de &lcool etilico absoluto e 1ImL de solugéo
etandlica 0,3 mM de DPPH, e também foi preparado o branco, contendo 3 ml do extrato a ser

analisado e 1 ml de alcool etilico absoluto.

Os tubos de ensaio foram agitados vigorosamente e posteriormente deixados em repouso a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz, durante 30 minutos. Em espectrofotémetro QUIMIS
modelo 752UV-VIS, a reducdo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da
absorbancia, em um comprimento de onda de 518 nm. A reducdo é devido a presenca de
antioxidantes nas amostras que reagem com o DPPH, doando um hidrogénio e, portanto,
reduzindo-o (BALOGH, 2011). O percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em

termos de porcentagem da atividade antioxidante (AA%).

As médias dos percentuais da atividade sequestradora de radical livre (AA%) das amostras
versus a concentracdo foram tratadas por analise de regressdo linear para a determinagéo da
atividade antioxidante efetiva a 50% (ZUQUE et al., 2004).

O pH de todas as kombuchas foi determinado em triplicata, no periodo de 7 dias, através do

equipamento phgametro (Digimed, modelo DM-20), previamente calibrado.
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Com o prop6sito de avaliar a viabilidade probiotica, as amostras (1 mL) foram misturadas em
solucéo salina peptonada carnea (9 mL), em tubos de ensaio, obtendo uma dilui¢do de partida
de 1:10.

Deste primeiro tubo, transferiu-se 1 mL para o segundo tubo de ensaio, apds adicionou-se mais
9 mL da solucdo salina peptonada carnea, obtendo diluicdo de 1:100, fez-se o mesmo
procedimento com as dilui¢des 1:1.000 e 1:10.000. Amostras de 0,1 mL de cada diluigdo foram
semeadas em placas de petri, contendo meio &gar sangue e incubadas a 37°C durante 7 dias.
Apbs este periodo, foi realizada a contagem das col6nias. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

Foi realizada a analise dos dados a partir do programa Excel, Statistic, SASM-Agri. Os valores
resultantes da determinacdo da atividade antioxidante efetiva a 50% das kombuchas de cha
verde, circuma e erva-mate, produzidas de forma artesanal e em frascos agitados, foram
comparadas pelo teste de Anova: fator Unico e pelo teste de Tukey, com significancia para

valores de p<0,05.

RESULTADOS

Os resultados dos pHs das kombuchas produzidas pelo método tradicional e em frascos
agitados, representando a média dos 11 ensaios, dos extratos de cha verde, clrcuma e erva-

mate, estdo representados na Figura 1.
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Figura 1 - pH das kombuchas produzidas pelo método tradicional (A) e em frascos agitados
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Fonte: a autora (2019).

O pH inicial da kombucha de cha verde, circuma e erva-mate foi de 3,10; 3,41 e 3,38,
respectivamente, para a analise do método tradicional. N&o apresentou grande variacao ao longo
do processo fermentativo, demonstrando uma queda do pH final para 2,85; 2,87 e 2,96,
respectivamente. Ao longo do processo fermentativo, observou-se coloragdes distintas para as
diferentes kombuchas produzidas, coloragcdes advindas das plantas utilizadas. A kombucha de
chéa verde e erva-mate apresentaram coloragdo esverdeado, enquanto a produzida com crcuma
teve coloracdo amarelada.

Por outro lado, para a andlise dos frascos agitados, determinou-se que o comportamento da
kombucha de cha verde no inicio da fermentacao apresentou um pH de 3,01 e, apds o periodo
de 7 dias, um pH de 2,45. O valor inicial do pH da kombucha de circuma foi de 2,99 e apos a
fermentagdo, seu pH mostrou-se em 2,51, e a kombucha de erva-mate teve um pH inicial de
3,00 e o final de 2,36.

Nos frascos agitados, a fermentacdo de cada extrato ocorreu em 11 ensaios diferentes com
variacdo de temperatura e agitacdo. Os ensaios 4, 6 e 8 foram o0s que obtiveram maior
temperatura e 0 6 maior agitacdo, o que demonstra uma queda de pH e afirma que temperaturas
altas degradam a sacarose mais rapidamente, tornando o extrato mais acido, conforme mostra

a Figura 2.
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Figura 2 - Andlise do pH dos ensaios das kombuchas produzidas em frascos agitados, por
ensaio.
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Fonte: a autora (2019).

Para a analise da atividade antioxidante, os resultados de EC50 dos extratos ndo fermentados,
fermentados artesanais e fermentados liofilizados de erva-mate foram, respectivamente, 4,54 +
0,051 pg/mL, 4,52 + 0,051 pug/mL e 4,47 + 0,055 pug/mL. J& para o extrato ndo fermentado de
carcuma, a Kombucha artesanal de circuma e a Kombucha artesanal liofilizada de circuma, os
respectivos resultados foram: 2,69 + 0,117 pg/mL, 2,22 + 0,053 pug/mL e 2,90 + 0,033 pg/mL.
Por outro lado, para o extrato ndo fermentado, a kombucha artesanal e a kombucha liofilizada
de ch& verde, 0 EC50 se encontrou em 1,21 + 0,015 pg/mL, 1,22 + 0,220 pg/mL e 1,20 £ 0,024
pg/mL, respectivamente.

Os resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa entre os extratos nédo
fermentados e os extratos fermentados e também os extratos liofilizados preparados pelo
processo artesanal, quando comparados aos preparados com cha verde e erva-mate,
demonstrando que a fermentacdo e a liofilizacdo do extrato n&o interferiram na atividade
antioxidante.

Os valores de EC50 (mg/mg) demonstram a quantidade de amostra necessaria para inibir em
50 % a atividade de 1 mg do radical livre DPPH, assim quanto menor o valor de EC50, melhor
é a capacidade antioxidante da amostra. Os resultados de EC50 para kombucha produzida a
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partir de extrato de circuma, erva-mate e cha verde com variacdo de temperatura e agitacéo

(frascos agitados) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 com valores codificados (reais) e

respostas em EC50 em funcgéo de temperatura e agitacao.

*Variaveis independentes Atividade antioxidante ECso (%)
Ensaio X X2
Agitacdo | Temperatura | Curcuma Erva-mate Cha verde
(rpm) (°C)
1 -1 (25) -1 (20) 12 43 1,51
2 -1 (75) -1 (20) 11,77 4,9 5,09
3 -1 (25) 1 (30) 9,43 4,96 1,63
4 1 (70) 1 (30) 9,62 4,3 1,6
5 -1,41 (14,75) 0 (25) 16,21 4,19 2,01
6 1,41 (85,25) 0 (25) 17,94 5,24 1,98
7 0 (50) -1,41 (17,95) 31,12 5,89 2,27
8 0 (50) 1,41 (32,25) 24,9 5,03 1,84
9 0 (50) 0 (25) 41 6,2 18
10 0 (50) 0 (25) 41,87 6,3 1,82
11 0 (50) 0 (25) 43,73 5,76 1,78

*Variaveis independentes fixas: (200 ml de agua destilada, 20 g de agUcar, 3 g de cada ché, 50
ml de starter e ¥ do scoby).
Fonte: a autora (2019).

A figura 3 demonstra uma superficie de resposta para 0 EC50 da kombucha produzida com

diferentes extratos em funcdo das variaveis.
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Figura 3 - Superficie de resposta para 0 EC50 da kombucha produzida com extrato de curcuma
(A), extrato de erva-mate (B) e com extrato de cha verde (C) em funcdo da temperatura (°C) e

agitacdo (rpm), respectivamente.
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Fonte: A autora (2019).

Constatando que quanto menor o valor de EC50, melhor é a capacidade antioxidante da
amostra, os melhores valores se encontram nas regides verdes dos graficos. Observa-se que,
para a kombucha produzida com extrato de curcuma (Figura 3, A), os melhores valores de EC50
se encontram na regido das extremidades, ou seja, quanto menor e/ou quanto maior a
temperatura e agitacdo, melhores os valores de atividade antioxidante da kombucha produzida.
Ja para a kombucha produzida com extrato de erva-mate (Figura 3, B), é possivel observar que
a temperatura ndo influéncia na atividade antioxidante, podendo-se trabalhar com qualquer

temperatura usada nos experimentos e com agitacdo minima ou maxima. Na Figura 3, (C), para
9
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a kombucha produzida com extrato de cha verde, os melhores valores de EC50 se encontram
em temperaturas e agitacdes baixas.

O teste de viabilidade como probidtico foi realizado através da semeadura das kombuchas em
placas de &gar sangue, por ser um meio de cultura ndo seletivo e bastante nutritivo para fungos
e bactérias. As amostras foram diluidas nas concentragdes de 1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10. Os
resultados do teste de viabilidade probidtica das kombuchas produzidas pelo método artesanal
com extrato de ctrcuma e de erva-mate foram de 34,75x10* UFC/mL e 6,95x10* UFC/mL,
respectivamente. Para os liofilizados de circuma e de erva-mate, obteve-se 9,40x10* UFC/mL
e 8,70x10* UFC/mL como resultado, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram semelhantes a analise feita por Jakubczyk et
al. (2020), onde também fez a andlise do comportamento do pH das fermentacfes de
kombuchas dos extratos de cha verde e cha preto. Como resultado do pH analisado, no primeiro
dia observou-se um valor de 3.50 £ 0.04 e 3.54 + 0.04, respectivamente para a kombucha de
cha verde e a kombucha de cha preto, e, apds o tempo de fermentacdo de 14 dias, estava em
2.49 + 0.04 e 2.53 + 0.03. Eles também analisaram no periodo de 7 dias, onde pH mostrou-se
2.61 £ 0.03 para o cha verde. O periodo que eles utilizaram foi 0 mesmo deste trabalho, assim
nota-se uma semelhanca.

Comparando os valores dos extratos feitos pelo método laboratorial, com os extratos obtidos
pelo método artesanal, nota-se que os resultados ficaram semelhantes, sendo que se pode
observar que ocorre o fendmeno tipico do processo da kombucha que € a acidificacdo. Segundo
Neffe-Skocinska et al. (2017), apos o terceiro dia de fermentagdo, a concentracdo de &cido
citrico e acetico aumenta. Dessa forma, € normal que o pH da amostra diminua apds um tempo
de fermentacéo.

Os resultados também ficaram de acordo com a analise também feita por Neffe-Skocinska et
al. (2017), que tiveram o experimento feito pelo extrato de cha verde e cha preto em
temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, apds os 7 dias de fermentacéo, os resultados do pH foram

respectivamente de 2,88, 2,79 e 2,71. Os parametros que eles usaram no experimento, foram

10
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praticamente os mesmos que foi usado neste trabalho, assim podemos observar que os valores
se demonstram semelhantes.

Em estudo realizado por Pavlovi¢ et al. (2023), o extrato ndo fermentado de cha verde
apresentou maior atividade antioxidante em relacdo ao fermentado, resultado que diverge deste
estudo.

Os resultados sdo semelhantes ao estudo realizado por De Toledo Dias et al. (2009), relativos
a atividade antioxidante da Baccharis trimera. Quando comparados em p0, extrato liquido e
extratos bruto liofilizados, ndo houve diferenca significativa na atividade antioxidante,
observando que os processos de diluicdo e liofilizagdo ndo interferem nos resultados, mostrando
que em diversas plantas este fendmeno se repete.

Ja nas amostras feitas com cuircuma, os resultados mostraram-se significativamente diferentes,
sendo que o extrato fermentado, mostrou melhor atividade antioxidante. Este resultado vai de
encontro ao estudo realizado por Jayabalan e colaboradores (2008), em que os melhores
resultados foram alcangados nos extratos fermentados em relacao aos nao fermentados.

Os resultados de EC50 obtidos da kombucha produzida a partir do extrato de cdrcuma, obtido
neste trabalho diferem de estudo reportado na literatura, realizado por Barankevicz (2015), que
mostrou que a varidvel agitacdo ndo influenciou a atividade antioxidante da circuma. Neste
trabalho, ndo foi possivel encontrar na literatura, estudos sobre variaveis fatoriais a respeito das
kombuchas de cha verde e erva-mate, e poucos estudos se encontrou para a comparagdo de
cdrcuma.

Com base na legislacdo vigente, que s6 existe para a area de alimentos, probidtico deve conter
no minimo 3,6 x 108 UFC/mL (BRASIL, 2005). Sendo assim, de acordo com os resultados
apresentados, podemos observar que as amostras de kombucha ndo podem ser chamadas de

probidticas.
CONCLUSOES

Durante a fermentagdo pelo método artesanal, as kombuchas de erva-mate e de clrcuma
comportam-se de forma igual quando comparados a kombucha original de cha verde, mantendo

a mesma faixa de pH.

11
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As kombuchas produzidas em frascos agitados apresentam valores semelhantes aos do método
artesanal durante a fermentacdo por 7 dias, ja comparando por ensaios, conclui-se que a

temperatura e agitacdo interferem no pH.

O teste de viabilidade das kombuchas produzidos pelo método artesanal apresenta valores
abaixo do minimo requerido por legislacdo, desta forma os extratos ndo podem ser reportados
como probioticos.

A atividade antioxidante das kombuchas de cha verde e erva-mate, produzidas da fermentagéo
pelo método artesanal e de seus resultantes, demonstram que ndo houve resultados
significativos. Para as amostras de curcuma, os resultados mostram-se significativamente

diferentes.

PALAVRAS-CHAVE:

Fermentacdo; Substrato; Probi6tico; Analises Fisico-Quimicas.
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