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RESUMO

A kombucha é uma bebida de sabor &cido e adocicado, obtida através da fermentagdo do cha
preto ou verde adocado. A fermentacéo é realizada por uma cultura simbiética de bactérias do
acido acético e leveduras osmofilas, que utilizam a sacarose como fonte energética. Durante o
processo fermentativo sdo formados compostos, tais como vitaminas hidrossolaveis,
aminodcidos, &cidos organicos, alcool, entre outros, e ha melhor biodisponibilidade dos
compostos bioativos e minerais presentes no cha. O teor desses compostos depende das
caracteristicas do cha utilizado, temperatura e tempo de fermentacdo. A producdo e comércio
da kombucha tém aumentado nos ultimos anos devido aos beneficios a satde conferidos a seu
consumo. No entanto, ha necessidade de estudos para comprovar suas propriedades funcionais.
Em face disso, os objetivos deste trabalho foram obter kombucha de erva mate (llex
paraguariensis) utilizando a cultura simbiotica de bactérias e leveduras da kombucha como
indculo e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas. Foram utilizados extratos de
erva mate na concentracao de 0,5%, 0,75% e 1% e as temperaturas de fermentagéo de 20, 25 e
30 °C em um delineamento composto central com 3 repeticdes no ponto central apos 12 dias de
fermentacdo, tendo como resposta a concentracdo de compostos fenolicos totais e a atividade
antioxidante. Para obtencdo da bebida, o meio de cultivo foi preparado contendo infusdo de
erva-mate, sacarose e com adicdo de kombucha fermentada anteriormente. Durante a
fermentacdo, foram retiradas amostras para medicdo de acucares redutores totais, pH,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Os acucares foram quantificados pelo
método de 3,5-dinitrossalicilico, os compostos fendlicos totais foram determinados por método
de Folin-Ciocalteau, a atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de capacidade de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e captura do radical 2,2-azinobus-3-
3etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico (ABTS). Para a atividade antimicrobiana, foi medido o
didmetro do halo de inibicéo utilizando os micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus
aureus e o estresse oxidativo in vivo foi analisado utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae como modelo. A kombucha de erva mate fermentada por 12 d, apresentou pH entre
1,8+0,1 e 2,3+0,1; acidez de 4,83+0,06 a 6,03+0,06 g/L de &cido acético; acucares redutores
totais entre 15,94+0,09 e 23,07+0,17 g/L; compostos fendlicos totais entre 444,23+3,50 e
844,78+1,13 mg/L equivalente acido galico. A atividade antioxidante calculada pelo método de
DPPH foi menos eficaz, recebendo incremento na capacidade de eliminacdo de radicais
inferiores a 5%. A atividade antioxidante da bebida foi determinada pelo método de ABTS,
apresentou aumento entre 16,16 e 31,34%. Os ensaios que apresentaram maiores conteidos de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram utilizados na avaliacao da atividade
antibacteriana e do estresse oxidativo. Os resultados mostraram que a kombucha de erva mate
apresentou atividade antibacteriana contra as cepas de S. aureus e E. coli. A kombucha de erva
mate também foi efetiva na prevencdo do dano oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio,
sendo que a adicdo de kombucha resultou em uma taxa de sobrevivéncia da levedura S.
cerevisiae de até 57,0%, sendo este valor superior ao encontrado na kombucha tradicional (cha
verde), que foi 43,5%.

Palavras-chave: Bebida funcional. Antibacteriano. Cha fermentado. Bioatividade. Erva mate.

Estresse oxidativo.






OBTAINING AND EVALUATING EXTRACTS OF MATE HERB (llex
paraguariensis) FERMENTED WITH KOMBUCHA SYMBIOTIC CULTURE

ABSTRACT

Kombucha is an acid and sweet flavor drink, obtained through fermentation of sugared black
or green tea. The fermentation process is undertaken by a symbiotic bacterial culture of acetic
acid and osmophilic yeasts, which use sucrose as energetic source. During fermentative process,
some compounds are formed, including hydrosoluble vitamins, amino acids, organic acids,
alcohol, among others, improving the biodisponibility of bioactive compounds and minerals
present in the tea. The content of these compounds depends on characteristics of the selected
tea, temperature and time of fermentation. The production and commerce of kombucha have
been increasing in the last years due the benefits to health attributed to its consumption,
although more studies proving its functional properties are necessary. Therefore, the objectives
of this work were to obtain the drink from mate herb (llex paraguariensis) fermented by
symbiotic bacterial culture and yeasts of kombucha, and to evaluate its physical-chemical and
biological characteristics. For this work, extracts of mate herb were used in the concentrations
of 0.5%, 0.75% and 1% and the fermentation temperatures of 20, 25 and 30°C in an
experimental delimitation with three repetitions at the central point after 12 days of
fermentation, having as response the concentration of total phenolic compounds and the
antioxidant activity. For obtainment of the drink, the culture medium was prepared containing
mate herb infusion, sucrose and with addition of previously fermented kombucha. During the
fermentation process, samples were isolated for measurement of total reducing sugars, pH, total
phenolic compounds and antioxidant activity. The sugars were quantified by the 3,5-
dinitrosalicylic method, the total phenolic compounds were determined by Folin-Ciocalteau
method, the antioxidant activity was determined by methods of sequestration capacity of 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and the capture of radical 2,2’-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS). For antimicrobial activity, the inhibition zone
was measured using the micro-organisms Escherichia coli and Staphylococcus aureus, and the
oxidative stress in vivo was analyzed using the yeast Saccharomyces cerevisiae as model. The
mate herb kombucha fermented for 12 days presented pH between 1.8+0.1 and 2.3£0.1; acidity
of 4.83+£0.06 to 6.03+0.06 g/L of acetic acid; total reducing sugars between 15.94+0.09 and
23.07+0.17 ¢/L; total phenolic compounds between 444.23+3.50 and 844.78+1.13 mg/L
equivalent to gallic acid. The antioxidant activity calculated by DPPH method was less
effective, receiving increase in elimination capacity of radicals less than 5%. The antioxidant
activity of the drink was determined by ABTS method, and presented increase between 16.16
and 31.34%. The essays which presented higher contents of total phenolic compounds and
antioxidant activity were used in the evaluation of antibacterial activity and oxidative stress.
The results showed that mate herb kombucha presented antibacterial activity against strains of
S. aureus and E. coli. Mate herb kombucha was also effective in the prevention of oxidative
damage induced by hydrogen peroxide, since the addition of kombucha resulted in a surviving
rate of the yeast S. cerevisiae of until 57%, being this value higher than that found in traditional
kombucha (green tea), which was 43.5%.

Key words: Functional beverage. Antibacterial. Bioactivity. Fermented tea. Mate herb.
Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo é uma das formas mais antigas de processamento e preservacdo dos
alimentos, é um processo eficiente, de baixo custo e tem uma diversidade de aplicacbes
alimenticias (ADEWUMI, 2018). Além do aumento de vida Util, em especial dos alimentos in
natura que sdo altamente pereciveis, a fermentacdo apresenta melhora na seguranca alimentar,
no valor nutricional e na qualidade sensorial (DE ROOS; DE VUYST, 2018). Dentre as
mudancas ocorridas durante o processo, ha sintese de compostos como: peptideos,
exopolissacarideos, arabinoxilanos, acido vy-aminobutirico, &cido linoléico conjugado,
vitaminas, cofatores, poliois, e aumento na biodisponibilidade de polifendis, flavonoides e
outros compostos bioativos (ANSORENA; ASTIASARAN, 2015).

Por outro lado, a mudanga no padrdo de vida, nos habitos alimentares e a crescente
conscientizacdo sobre a saude, refletiu em maior aceitagcdo do consumidor por alimentos mais
nutritivos e saudaveis. O consumidor é mais consciente do papel da alimentagdo no
prolongamento da vida e no bem-estar, assim como na prevencdo de doencas crdnicas nao
transmissiveis como cancer, doengas cardiovasculares, doencas degenerativas, neuronais,
diabetes, entre outras. Logo, o desenvolvimento de alimentos funcionais, contendo compostos
bioativos, € uma tendéncia importante na industria de alimentos (PANGHAL et al., 2018).

A kombucha é uma bebida fermentada milenar originada na China, de sabor acido
e adocicado, preparada a partir do cha (Camellia sinensis) contendo sacarose, fermentado por
cultura simbidtica de bactérias e leveduras (JAYABALAN et al., 2014; VAZQUEZ-CABRAL
et al.,, 2017). Durante a fermentacdo ha consumo de grande parte da sacarose adicionada
(CHAKRAVORTY et al., 2016; ZUBAIDAH et al., 2017), e sintese de acidos organicos
(acético, latico, gliconico, glicurénico, carbbnico, folico e Usnico), aminoacidos, enzimas,
vitaminas (B1, B2, B3, B6, B12 e C), celulose, entre outros (GRUBE et al., 2016).

Além do ché preparado através da infusdo das folhas da Camellia sinensis, varios
estudos demonstraram a possibilidade da obtencéo de bebidas analogas a kombucha, utilizando
diferentes substratos como suco de uva (AYED; ABID; HAMDI, 2017), mil-folhas (VITAS et
al., 2018), gengibre (SALAFZOON; MAHMOODZADEH HOSSEINI; HALABIAN, 2018),
carvalho (VAZQUEZ-CABRAL et al., 2017) e leite (HRNJEZ et al., 2014).

A erva mate (llex paraguariensis) se apresenta como potencial matéria-prima para
elaboragio deste tipo de bebida. E uma planta nativa de paises da América do Sul, como Brasil,

Argentina, Paraguai e Uruguai. As folhas secas e moidas sdo consumidas na forma de chimarréo
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(infusdo em agua quente), tereré (adicionando &gua fria) ou na forma de cha mate, feito através
da infusdo das folhas torradas com &gua fervente. A erva mate é conhecida por ter efeitos
estimulantes, anticonvulsivantes e neuroprotetores no sistema nervoso central, atribuido
principalmente ao seu elevado contetdo de compostos bioativos, como é&cidos fendlicos,
flavonoides e saponinas (RIACHI; DE MARIA, 2017).

A kombucha tem ganhado muita popularidade nos dltimos anos. Nos EUA, a
expectativa é de que movimente U$S 1,8 bilhdes até 2029 (EBERSOLE et al., 2017). Em 2017,
as vendas no varejo de kombucha e de outras bebidas fermentadas aumentaram em 37,4%, o
mesmo ritmo de crescimento foi observado em 2018, tornando a kombucha popular em varios
paises (KAPP; SUMNER, 2018). No Brasil, a bebida também teve aumento no consumo.
Devido a utilizacdo de ingredientes naturais, vem substituindo o consumo de refrigerantes e
bebidas alcodlicas, sendo que em 21 de junho de 2018, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento abriu para consulta publica a proposta de criacdo de padrdes de identidade e
qualidade para a bebida (BRASIL, 2018).

Tendo em vista que a fermentacdo da kombucha tem a capacidade de aumentar o
contetdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante (LOBO; DIAS; SHENOY, 2017),
submeter os extratos de erva mate a fermentacdo pela cultura simbiotica iniciadora da
kombucha podera ser uma boa alternativa para o aproveitamento de matérias-primas regionais
e 0 desenvolvimento de uma bebida funcional. A proposta do presente trabalho foi estudar as
condicdes de fermentacdo na obtencdo de kombucha de erva mate, avaliar sua bioatividade in
vitro atraveés da determinacdo do contetdo de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante e realizar a avaliacdo in vivo das atividades antibacteriana e inibidora do estresse

oxidativo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Obter bebida funcional proveniente da infuséo de erva mate (llex paraguariensis)
fermentada pela cultura simbidtica de bactérias e leveduras da kombucha e avaliar suas

caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as propriedades fisico-quimicas da kombucha de erva mate durante a
fermentacao.

- Avaliar o efeito das condicOes de fermentacdo no conteudo de compostos fendlicos
totais e na atividade antioxidante in vitro da kombucha.

- Determinar a atividade antibacteriana e antioxidante da kombucha de erva mate.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ALIMENTOS FERMENTADOS

Os alimentos fermentados sdo utilizados para aumentar a vida Util de matérias-
primas pereciveis. Durante 0s bioprocessos, as enzimas microbianas hidrolisam compostos
complexos em outros mais simples, como &cidos, &lcool, aminoécidos, agregando
caracteristicas agradaveis sensorialmente (DE ROOS; DE VUYST, 2018).

As combinagdes de substratos e micro-organismos fazem com que existam
diferentes tipos de alimentos fermentados, podendo ser categorizados pelos principais
metabdlitos e micro-organismos envolvidos: alcool e diéxido de carbono (leveduras), &cido
acetico (bactérias acéticas), acido latico (bactérias laticas), é&cido propibnico
(Propionibacterium freudenreichii), amonia e acidos graxos (Bacillus e bolores) (MARCO et
al., 2017).

Apesar de serem amplamente conhecidos e apresentarem importancia na
alimentacdo humana, no ultimo século houve reducéo da diversidade de alimentos fermentados.
No entanto, recentemente, estes alimentos recuperaram a popularidade como parte das dietas
que enfatizam os processos artesanais. Uma das razdes para o crescente interesse é o potencial
efeito promotor da saude (MARCO et al., 2017).

Entre as mudancas ocorridas no alimento durante a fermentacao ocorre a liberacao
e/ou sintese de diferentes compostos bioativos que sdo responsaveis por alguns dos beneficios
a saude atribuidos ao seu consumo, como anti-hipertensivos, antioxidantes, antidiabéticos,
antimutagénicos,  anticancerigenos, antitumorais e  fibrinoliticos = (ANSORENA,;
ASTIASARAN, 2015).

3.2 KOMBUCHA
3.2.1 Definicéo

A kombucha é uma bebida de sabor &cido e adocicado, obtida pela fermentacéo do
cha verde ou preto com sacarose, por uma cultura simbidtica de bactérias acéticas e leveduras,
formando um biofilme celuldsico na superficie do cha (Figura 1) (JAYABALAN et al., 2014).
Ganhou visibilidade devido ao seu potencial terapéutico, associado a presenca de compostos
com propriedades antioxidantes, desintoxicantes do figado e estimulantes do sistema
imunolégico (LOBO; DIAS; SHENOQY, 2017).
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A bebida é tradicionalmente preparada a partir de cha preto contendo sacarose,
sendo o indculo formado por biofilme e parte de kombucha obtida da fermentacéo anterior. O
processo é conduzido pelo periodo entre 10 a 14 dias em temperaturas entre 18 e 26 °C. Ao
final da fermentacdo, havera a formagdo de um novo biofilme na superficie do liquido e o
biofilme inicial se deposita no fundo do recipiente (Figura 1) (JAYABALAN et al., 2014).

A kombucha é originaria do nordeste da China, tendo surgido por volta de 220 AC,
durante a Dinastia Tsin, sendo apreciada por suas propriedades desintoxicantes e energizantes.
Disseminou-se no Japdo em 414 DC, quando passou a ser usada para tratar problemas
digestivos do Imperador Inkyo. Apos a expansdo das rotas comerciais, espalhou-se para Russia
e Europa Oriental (JAYABALAN et al., 2014; KAPP; SUMNER, 2018).

Figura 1 — Fermentacdo do meio composto por ché e sacarose para obtencdo de kombucha

Fonte: Jayabalan et al. (2014)

Até a Segunda Guerra Mundial, o habito de beber o cha fermentado havia se tornado
comum na Europa, ocasionando a escassez de folhas de cha e acucar. Na década de 1950,
chegou a Franca e também na Africa do Norte, tornando o consumo bastante popular
(JAYABALAN et al., 2014).

Nas ultimas décadas, a kombucha apresentou rapido crescimento no mercado de
bebidas funcionais e uma das bebidas fermentadas de baixo teor alcodlico (até 1,5%) mais
populares do mundo. Reconhecendo esse crescente mercado, em 2016, a PepsiCo comprou a
KeVita, conhecida fabricante norte-americana de bebidas funcionais. Nos Estados Unidos, em
2017, as vendas de kombucha e outras bebidas fermentadas aumentaram 37,4% e, em 2018, a
kombucha mostrou crescimento superior a 49% nos Gltimos meses do ano (KAPP; SUMNER,
2018).
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3.2.2 Biofilme

Na superficie do meio fermentado, forma-se um biofilme, como pode ser observado
na Figura 1, que recebeu o nome botanico Medusomyces gisevii. Esse biofilme contém os
micro-organismos que fazem a fermentagdo (JAYABALAN et al., 2014). Apresenta o formato
de um disco gelatinoso e rigido que se forma sobre a superficie do meio o qual fermenta, sendo
um indicativo do sucesso da fermentagédo (VITAS et al., 2018).

O biofilme € constituido por celulose, sintetizada por algumas espécies de bactérias
acéticas. A bactéria Komagataeibacter xylinus, anteriormente conhecida como
Gluconacetobacter xylinus ou Acetobacter xylinum, é uma das espécies que apresenta maior
rendimento na producéo do polissacarideo (SAICHANA et al., 2015).

A celulose é produzida pelas bactérias acéticas como forma de permitir sua
permanéncia na interface liquido - ar, facilitando a captacéo de oxigénio, o que favorece sua
sobrevivéncia, pois sdo estritamente aerobicas, também protegendo de condigcdes adversas ao
micro-organismo, como elevada acidez e altas temperaturas (DE ROOS; DE VUYST, 2018;
SAICHANA et al., 2015).

O biofilme ¢é formado por varias camadas, entre as quais 0S micro-organismos se
alocam, em especial, nas microfibrilas celulésicas, que tem elevada pureza e cristalinidade
(GRUBE et al., 2016). A partir da sintese de uridina difosfato glicose, as células microbianas
polimerizam a glicose em cadeias de B-1,4-glicana. A celulose microbiana é produzida
extracelularmente na forma de fibrilas liberadas através de poros ou terminais complexos
localizados na membrana. As bactérias acéticas produzem duas formas de celulose, celulose I,
que é composto por feixes de microfibrilas, e a celulose 11, uma estrutura amorfa e mais estavel
que a primeira (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

3.2.3 Composicédo microbiologica

A composi¢cdo microbiolégica da kombucha varia no decorrer da fermentacéo e de
acordo com a origem da cultura no biofilme e no cha. E constituida por uma cultura mista,
composta basicamente por leveduras e bactérias acéticas. Bactérias laticas estdo presentes em
pequenas quantidades (AYED; ABID; HAMDI, 2017). Por determinagdo através de
sequenciamento genético, Marsh et al. (2014) analisaram amostras de kombucha provenientes
de diferentes locais (Canada, Reino Unido, Estados Unidos e Irlanda). Foram identificadas

bactérias, sendo 90% destas pertencentes aos filos Actinobacteria, Deinococcus-Thermus,
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Firmicutes e Proteobactéria. As proteobactérias eram representadas principalmente pelo género
Gluconacetobacter, e os demais, aos géneros de Acetobacter e Lactobacillus. Quanto a
composicao fangica, estavam presentes leveduras dos géneros Dekkera, Pichia,
Kluyveromyces, Davidiella e, em maior proporcdo, Zygosaccharomyces.

Chakravorty et al. (2016) obtiveram a composi¢cdo taxonémica de amostras de
kombucha (ché e biofilme). A nivel de filo, Ascomycota foi predominante entre os trés métodos
de sequenciamento aplicados. No nivel de familia, Saccharomycetaceae representou, pelo
menos, 90%. Entre os géneros identificados, estavam presentes Candida (em maior propor¢éo),
Lachancea, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Waitea, entre outros. Foram também,
identificadas bactérias dos filos Proteobactérias, Firmicutes, Cianobactérias e Actinobactérias.
Entre os géneros, houve predominancia de Komagataeibacter (50,3% no biofilme e 49,9% no
chd fermentado) e também, de Gluconobacter, Lyngbya, Bifidobacterium, Collinsella,

Enterobacter, Weissella, Lactobacillus, em menor proporc¢éo, entre outros ndo avaliados.

3.2.4 Composicao quimica

Na composicdo quimica da kombucha estdo presentes agucares, como sacarose,
glicose e frutose (GAMBOA-GOMEZ et al., 2017; VAZQUEZ-CABRAL et al., 2017); 4cidos
organicos, tais como acético, glicénico, glicurdnico, citrico, L-latico, malico, oxalico, formico,
succinico (COTON et al., 2017; VITAS et al., 2018; ZUBAIDAH et al., 2017); vitaminas B1,
B2, B6, B12 e C; proteinas, etanol, polifendis e minerais (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

As infusdes da planta Camellia sinensis apresentam propriedades bioativas, quando
submetidas a fermentacdo, € verificada melhora na bioatividade. Durante a fermentacdo, ha
transformacdo dos compostos fendlicos (LOBO; DIAS; SHENOY, 2017), aumentando a
capacidade antioxidante, conforme verificado utilizando métodos in vitro, tais como DPPH,
ABTS, poder redutor e peroxidacdo lipidica (AYED; ABID; HAMDI, 2017,
CHAKRAVORTY et al., 2016; LOBO; DIAS; SHENOY, 2017).

Como a composicdo da kombucha é dependente do meio utilizado, o contetdo de
compostos bioativos varia. Em kombucha de cha verde, foram encontrados os flavonoides:
epicatequinas (3,89 mg/L), epigalocatequinas (8,62 mg/L), epigalocatequinagalato (5,32
mg/L), epicatequinagalato (5,32 mg/L), galocatequina (2,29 mg/L) e galocatequinagalato (1,85
mg/L) (LOBO; DIAS; SHENQY, 2017). Tu et al. (2019) identificaram isoflavonas totais
(197,77 mg/L), glucosideos totais (47,65 mg/L), agliconas totais (150,11 mg/L) e compostos

fendlicos totais (264,44 mg/L) em bebida de soro do tofu fermentado com kombucha. A
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kombucha de suco de uva apresentou concentracdo de compostos fendlicos de 400 mg/L eq.
acido gélico e de 300 mg/L de antocianinas (AYED; ABID; HAMDI, 2017). Em kombucha
obtida pela fermentacdo do suco de fruta da serpente, a concentracdo de compostos fendlicos
foi de 535,59 mg/L eq. acido gélico, e 619,0 mg/L de taninos (ZUBAIDAH et al., 2018).

3.3 ERVAMATE

A erva mate é uma planta que cresce naturalmente no Paraguai, no Uruguai, na
Argentina e no Brasil. Suas folhas e hastes sdo usadas para a preparacdo de varias bebidas
estimulantes. As principais formas de consumo séo o chimarrdo (extragdo a quente utilizando
folhas secas verdes), o tereré (extracdo a frio utilizando folhas secas verdes) e o chd mate
(extracdo a quente utilizado folhas torradas) (CORREA et al., 2017).

O processamento da erva mate para chimarrdo consiste nas etapas de sapeco,
secagem e cancheamento. O sapeco € realizado junto ao fogo direto e consiste na passagem
rapida dos ramos com folhas sobre as chamas do sapecador. Este equipamento constitui-se de
um cilindro metalico, perfurado e inclinado através do qual a erva passa recebendo as chamas.
A etapa de sapeco tem por funcédo a retirada da umidade superficial e inativacdo das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase que ocasionam a oxidacéo do produto. A temperatura média da
erva mate na entrada do sapecador é de 400 °C e na saida é de 65 °C. O tempo de residéncia
nesta etapa € em torno de 8 min (ESMELINDRO et al., 2002).

A diferenca entre a erva mate utilizada para chimarrdo e o cha mate esta na etapa
de torrefacdo, a qual as folhas da planta sdo submetidas para producdo de chd mate. A
temperatura de consumo, frequéncia e volume ingeridos do cha mate sdo menores que do
chimarrdo (BASTOS; TORRES, 2003). Entre os compostos encontrados na erva mate, estdo:
proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais, celulose, aminoacidos, enzimas, ligninas,
acidos organicos, polifendis, metilxantinas, saponinas e flavonoides. As bebidas a base de erva
mate contém como compostos bioativos as metilxantinas, saponinas e os polifendis (RIACHI;
DE MARIA, 2017). A composi¢do proximal da erva mate pode ser observada na Tabela 1, que
considera a quantidade média consumida diariamente por pessoa.

Correa et al. (2017) avaliaram extratos liofilizados de chimarrdo, tereré e cha mate
através de simulacdo da digestdo gastrointestinal seguida de fermentacdo pela microbiota
intestinal in vitro para obter a possivel estimativa dos compostos bioativos que efetivamente
atingiram a circulacdo e os tecidos. Foram identificados 13 compostos fendlicos, 10 &cidos

fendlicos e 3 flavonoides. O chimarrdo apresentou o maior nimero de compostos fendlicos
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totais e flavonoides (111,46 mg/g e 5,61 mg/g) que o tereré (69,01 mg/g e 1,00 mg/g), seguido
do ch& mate (64,35 mg/g e 0,02 mg/g). Apds a digestdo, os contetdos finais desses compostos
apresentaram reducdes de 33%, 24% e 20%, respectivamente. Os autores ainda comprovaram

as bioatividades antioxidante, antitumoral e antibacteriana.

Tabela 1 — Composicao de uma porgao média consumida de erva mate por pessoa (62,5 g)

Constituintes Contetdo
Nutrientes (g)
Proteinas 0,8
Carboidratos 6,5
Gordura Total 0,5
Minerais (mg)
Potéassio 679 + 58
Magnésio 185+ 16
Enxofre 59+9
Calcio 44 + 13
Fosforo 41 +8
Manganés 4+3
Zinco 2,26 £ 0,12
Ferro 0,33 +0,02
Cobre 0,29+ 0,14
Vitaminas (mg)
Vit. C 15,0
Vit. B1 3,60
Vit. B2 1,20
Vit. B6 0,47
Fitoquimicos (mg)
Polifenois 3767-4085
Metilxantinas 303-962
Saponinas 50-146

Fonte: CARDOSO JUNIO; MORAND (2016)

Em chimarrdo extraido em duas temperaturas distintas, apresentou 222,5 pg/L de

cafeina, 36,45 pg/L de teobromina, 47,8 pg/L de compostos fendlicos totais e 43,67 pg/L de
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flavonoides a 65 °C. Na temperatura de 75 °C houve apenas pequena reducdo destes valores,
demonstrando que a temperatura ndo influenciou de maneira significativa. Os autores tambem
avaliaram o efeito do extrato na toleréncia a toxidade do aluminio utilizando Caenorhabditis
elegans como modelo experimental para doenga de Alzheimer, sendo este metal associado ao
desenvolvimento da doenca, mostrando que a infusdo protege da sua toxidade (BORTOLI et
al., 2018).

Varios efeitos fisiologicos sdo associados ao consumo de erva mate, destacando-se
a atividade antioxidante, efeito vasodilatador, capacidade de controle da glicemia e
propriedades hipolipemiantes (KUNGEL et al., 2018). Sendo assim, infusdes preparadas com
a erva mate também podem ser utilizadas como meio alternativo para producdo de bebidas
funcionais utilizando a kombucha como cultura iniciadora. Em bebida fermentada por levedura
utilizando erva mate, ap0s o periodo de armazenamento de 180 dias, apresentou elevados teores
de compostos fenolicos totais (1225 a 1522 mg/L), flavonoides (513 a 517 mg/L) e atividade
antioxidante (92,2 a 92,6%) (NASCIMENTO, 2013).

3.4 PROCESSO FERMENTATIVO DA KOMBUCHA

O processo fermentativo da kombucha assemelha-se a producéo de vinagre, uma
vez que na kombucha ocorre a fermentacdo do actcar em alcool pelas leveduras, seguido da
bioconversdo bacteriana do &lcool em acido acético. No entanto, na kombucha ambos o0s
processos ocorrem simultaneamente (CHAKRAVORTY et al, 2016). As leveduras
metabolizam a sacarose em glicose e frutose, em seguida, em etanol e diéxido de carbono. O
etanol é entdo oxidado pelas bactérias, em presenca de ar, em acetaldeido, e apds em acido
acetico (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Normalmente, o teor de alcool é baixo, inferior a
1% apds o envase, desde que mantido sob temperatura de refrigeracdo. Do contrario, pode
aumentar para cerca de 3%, pois em auséncia de oxigénio, ocorre inibicdo da conversdo do
alcool em &cido acético. As bactérias do &cido acético também utilizam glicose para produzir
acido gliconico. A frutose é usada em menor grau e permanece apés a fermentacdo. Parte da
glicose permanece ndo metabolizada e, juntamente com a frutose restante, proporciona a bebida
o0 sabor doce (NUMMER, 2013).

Espécies como Acetobacter e Gluconobacter estdo entre 0s géneros responsaveis
pela acetificacdo. Algumas espécies acéticas podem oxidar o alcool a acido acético, e este, a
gés carbdnico e agua. Em geral, as bactérias acéticas comegam a decompor 0 acido acético

quando o teor alcoodlico se aproxima de 0,2% (GAVA, 2009). A espécie Acetobacter xylinus €

3



34

responsavel pela formacdo da biomassa celuldsica sintetizada a partir de glicose e frutose
obtidas na hidrdlise da sacarose. A biossintese de celulose ocorre a partir da unido da glicose
uridina-difosfato (GUDP) obtida a partir da glicose (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

O preparo tradicional da kombucha foi descrito por Jayabalan et al. (2014). Uma
infusdo preparada com 5 g/L de folhas de cha preto ou verde e adicionada de 50 g/L de sacarose.
Apos arrefecido é inoculado com 24 g/L de biomassa celuldsica e 20% de kombucha
previamente fermentada, que tem por funcdo também reduzir o pH inicial. A incubacdo é
realizada a temperatura ambiente, acima de 20 °C, em condic¢des aerdbias. Apds o periodo entre
10 a 14 dias, a bebida fermentada ¢é filtrada e armazenada sob refrigeracéo.

Vitas et al. (2018) produziram kombucha a partir de cha de mil-folhas (Achillea
millefolium L.). Foram preparados extratos obtidos por maceracdo em agua quente (0,56 g/L e
1,13 g/L), e por extragdo com &gua subcritica a 115 °C e 140 °C, a 45 bar, nas mesmas
concentragdes. Ao0s extratos foram adicionados sacarose (7%) e kombucha (10%), sendo
fermentados por 7 d a 25 °C. A kombucha de mil-folhas apresentou maior contetdo de
compostos fendlicos totais (entre 0,14 e 0,34 mg/mL eq. &cido clorogénico) que nos extratos
iniciais entre (0,12 e 0,25 mg/mL eq. &cido clorogénico) e menor conteudo de flavonoides (entre
0,04 e 0,17 mg/mL eq. rutina) em relacdo aos extratos ndo fermentados (entre 0,09 e 0,20
mg/mL eq. rutina). Os extratos fermentados extraidos utilizando agua subcritica tiveram maior
formacdo de biomassa (entre 0,69 e 1,69% m/v) comparados com a extragdo com agua quente
(0,46 e 0,52% m/v) e maior aceitacdo na analise sensorial, apresentando valores de pontuacéo
entre 4 e 5 em uma escala hedénica de 5 pontos, superior as demais amostras que tiveram
pontuagdes entre 2 e 3.

Foi utilizada kombucha para fermentar leite e sendo acompanhada a cinética da
hidrdlise da lactose (KANURIC et al., 2018). O indculo foi preparado em meio formulado com
ché preto (1,5 g/L), sacarose (70 g/L) e 10% (v/v) de kombucha, durante 7 d a 25 °C. O leite foi
adicionado de 10% de kombucha e incubado a 37 e 42 °C. Amostras coletadas nos pH 5,8; 5,4;
5,1; 4,8 e 4,6 foram retiradas para andlise de lactose, galactose e formacéo de acido latico. O
tempo de fermentacéo foi 13,7 ha 37 °C e 8,2 h a 42 °C, com reducédo no teor de lactose de 0,7
e 0,6 g/L respectivamente. Os produtos formados que ndo estavam presentes no inicio da
fermentacdo atingiram concentracdes de 0,4 g/L (37 °C) e 0,3 g/L (42 °C) para a galactose e
0,2 g/L (37 °C) e 0,16 g/L (42 °C) para o acido latico.

De Filippis et al. (2018) fermentaram cha preto e chd verde com kombucha
utilizando duas temperaturas com o objetivo de caracterizar a microbiota envolvida na

fermentacdo e avaliar o efeito da mesma na producéo de acido gliconico e glicurénico. Solucbes



35

contendo 10% de sacarose foram autoclavadas e adicionadas de 1% de cha. Kombucha na
proporcdo de 3% foi adicionada para acidificagdo inicial do meio e inoculadas com biofilme
gerado na fermentacdo anterior. As temperaturas estudadas foram 20 e 30 °C por 21 dias. Os
resultados mostraram que a fermentacdo a 30 °C foi determinante para selecionar bactérias da
espécie Gluconacetobacter saccharivorans que otimizaram a producdo dos acidos desejados.
O contetdo de &cido glicdnico a 30 °C foi 90,9 mg/L e de acido glicurénico de 54,5 mg/L.
Vazquez-Cabral et al. (2017) obtiveram kombucha de carvalho utilizando trés
variedades: Quercus resinosa, Quercus arizonica e Quercus convallata. Os meios foram
preparados apos a extracdo de 1% das folhas de carvalho trituradas em &gua a 80 °C pelo
periodo de 10 min, centrifugadas (4.500 rpm/10 min) e filtradas em filtro com poros de 0,5 mm.
Foi utilizado 10% de sacarose, 10% de kombucha e 2,5% de biofilme, a solucéo foi incubada a
25 °C por 7 d. Foram avaliados compostos fenolicos, dentre os quais destacam-se, acido galico
(entre 16,64 e 19,57 mg/L), galocatequina (entre 8,48 e 34,47 mg/L), catequina (entre 9,22 e
33,48 mg/L) e epicatequina (8,14 e 14,42 mg/L). Os extratos liofilizados foram testados em
monacitos humanos e apresentaram atividade na prevencdo do estresse oxidativo e processos

inflamatorios.

3.5 BIOATIVIDADE NA KOMBUCHA

Vérios compostos bioativos foram obtidos a partir de fontes naturais e classificados
em diferentes categorias com base na sua estrutura e fungbes quimicas: compostos fendlicos,
vitaminas, carotenoides, alcaloides e compostos organo-sulfurados (RECHARLA et al., 2017).
Os compostos bioativos estdo presentes nos chamados alimentos funcionais. Estes, alem de
seus nutrientes, possuem componentes adicionais que atuam no metabolismo e fisiologia
humana, promovendo efeitos benéficos a salde, além de retardar o aparecimento de doencas
crénico-degenerativas e que possam melhorar a qualidade e a expectativa de vida (COSTA;
JORGE, 2011).

Entre os diferentes componentes funcionais nos alimentos, podemos citar as fibras
dietéticas, os antioxidantes e os probioticos (ABUAJAH; OGBONNA; OSUJI, 2015). Muitos
dos componentes bioativos foram identificados e isolados de vegetais, frutas, legumes, 6leos,
nozes e graos integrais e demonstraram inimeros efeitos benéficos na satide humana, incluindo
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antibacterianas e imuno-moduladoras
(RECHARLA et al., 2017).
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Os polifendis sdo os principais componentes bioativos da kombucha (LOBO;
DIAS; SHENOQY, 2017), sdo compostos importantes na dieta humana, soliveis em &gua e
principalmente de origem natural. Os compostos com cerca de 5-7 anéis aromaticos e mais de
12 grupos hidroxilo fendlicos séo classificados como polifendis. Segundo Recharla et al.
(2017), atuam como antioxidantes na prevencdo do estresse oxidativo. Nas plantas, sdo os
metabdlitos secundarios produzidos como mecanismo de defesa contra fatores de estresse.

Diferentes bioatividades foram observadas na kombucha como atividade
antioxidante (LOBO; DIAS; SHENOY, 2017), antimicrobiana (AYED; ABID; HAMDI, 2017),
hepatoprotetora (BHATTACHARY A; GACHHUI,; SIL, 2011), anti-hiperglicémica (SRIHARI
et al., 2013a) e anti-inflamatoria (VAZQUEZ-CABRAL et al., 2017).

As propriedades hepatoprotetoras da kombucha foram avaliadas in vivo, através da
inibicdo do estresse oxidativo induzido por hidroperéxido de t-butila. Quando a bebida foi
combinada com a toxina, o estado antioxidante se manteve igual ao dos hepatocitos normais,
impedindo a interrupgdo do potencial da membrana mitocondrial e bloqueou a ativagdo de
caminhos de sinalizacdo apoptotica dependentes das mitocondrias (BHATTACHARYA,
GACHHUI; SIL, 2011).

Atividade anti-hiperglicémica foi comprovada em ensaios in vivo utilizando extrato
de kombucha liofilizado. Estreptozocina foi utilizada como indutor da diabetes, devido a agédo
citotoxica sobre as células B pancreaticas que ocasionam dado oxidativo e consequente
apoptose celular e supressao da sintese de insulina. Apds o periodo experimental, observou-se
que a suplementacdo diminuiu significativamente a hemoglobina glicosilada e aumentou os
niveis de insulina plasmatica, hemoglobina e glicogénio do tecido que foi diminuido no
tratamento com estreptozotocina e também reverteu significativamente as atividades alteradas
de enzimas gliconeogénicas, como glicose-6-fosfatase, frutose-1,6-bisfosfatase e enzimas
glicoliticas tais como hexoquinase nos tecidos de ratos experimentais (SRIHARI et al., 2013a).

A kombucha de carvalho obtida por Vazquez-Cabral et al. (2017) foi liofilizada
para avaliar a atividade anti-inflamatéria em macrofagos. Foi comprovado que o extrato
apresentou propriedade antioxidante devido aos compostos fendlicos. O principal efeito foi
detectado na sua capacidade de suprimir a producao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa e
IL-6) induzida por lipopolissacarideos e de espécies reativas de nitrogénio, mostrando
importante atividade anti-inflamatéria.

Extratos a partir de kombucha liofilizada foram testados em células de cancer de
prostata humanas e apresentaram efeito anti-angiogénico. Nos ensaios, foram testados os efeitos

da kombucha na viabilidade e migracéo nas células de cancer de prostata, na expressao génica
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de estimuladores angiogénicos e proteinas que atuam no crescimento primario e metastatico do
tumor. Os resultados comprovaram que 0 extrato atua na inibicdo de crescimento de tumores e
da metéstase (SRIHARI et al., 2013b).

3.5.1.1 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO), que englobam principalmente uma
variedade de espécies altamente reativas contendo oxigénio, tais como radical hidroxila (*OH),
anion superoxido (+O2) e peroxido de hidrogénio (H20.), sdo geralmente moléculas instaveis,
pequenas e altamente reativas. Existem duas fontes principais para a producdo de ERO nas
células: as mitocondrias, que geram EROS como subproduto da respiracdo, e a NADPH
oxidase, que produz ativamente superoxido através das membranas de neutrofilos e fagossomas
(SCHERZ-SHOUVAL et al., 2007).

Além disso, ERO como superoxido e peroxinitrito também estédo ligados a geracao
e a propagacéo da resposta inflamatdria. As mitocondrias sdo organelas essenciais para células
eucarioticas na producao de lipidios, acidos nucleicos e de precursores de aminoacidos. As ERO
podem oxidar e danificar esses produtos induzindo a disfungdo mitocondrial, que pode ser
considerada como uma condi¢cdo chamada estresse oxidativo (LI et al., 2015).

As células desenvolvem varios agentes antioxidantes enzimaticos e nao-
enzimaticos, tais como glutationa, superédxido dismutase e catalase para prevenir a formacgéo de
ERO e seus efeitos adversos nas mitocondrias. No entanto, quando ha ocorréncia de estressores
ambientais, como a caréncia de nutrientes, lesdes traumaticas, isquemia / hipoxia, existe
desequilibrio na homeostase refletindo na capacidade antioxidante inadequada das células e na
producdo excessiva de ERO. Neste caso, seu acimulo induz ao dano oxidativo, o que leva a
disfuncdo mitocondrial e lesdo celular (LI et al., 2015).

Os antioxidantes exercem funcdes importantes nos alimentos e no corpo humano,
neutralizam processos de oxidacdo e previnem o aparecimento de doencas cronicas
relacionadas ao estresse oxidativo. Estes compostos exercem a sua atividade através de varios
mecanismos, como supressao de radicais livres, captacdo de oxigénio singlete ou quelantes de
fons metalicos que catalisam reacdes oxidativas (COMERT; GOKMEN, 2018).

A atividade antioxidante de compostos biologicamente ativos pode ser mensurada
“in vitro” e “in vivo” por diferentes métodos colorimétricos, bioldgicos, eletroquimico, entre
outros instrumentais. A capacidade antioxidante determinada “in vitro” n3o sera

necessariamente a mesma obtida quando mensurada “in vivo”. Entre os métodos “in vitro” estdo

3
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0 método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), o0 método de sequestro
do radical ABTS+ ((2,2-azinobis) 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), inibicdo da
peroxidacao lipidica, poder redutor e técnicas eletroquimicas; ¢ “in vivo” por meio de células
animais, micro-organismos ou em testes utilizando modelo animal (COMERT; GOKMEN,
2018; WANG et al., 2016).

A atividade antioxidante in vitro da kombucha foi comprovada por Zubaidah et al.
(2017) utilizando suco de fruta da serpente (Salacca zalacca) como meio de cultivo, foram
testados cinco cultivares Salak doyong, Salak madu, Salak pondoh, Salak segaran e Salak
suwaru. Entre os tratamentos testados, o cultivar Salak suwaru apresentou as melhores
caracteristicas bioativas. Os resultados mostraram que a kombucha de fruta da serpente teve
aumento na quantidade de compostos fendlicos totais (275,0 para 623,0 mg/L eq. ac. galico),
taninos (332,9 para 365,42 mg/L eq. &c. tanico), flavonoides (2307,14 para 3041,46 mg/L eq.
quercetina) e a atividade antioxidante pelo método de DPPH (de 10,2% para 18,0%).

Kombucha obtida a partir da fermentagao de infusdo de mil-folhas foram analisadas
para determinar o potencial antioxidante pelos métodos de DPPH e poder redutor, que
apresentaram valores entre 0,02 e 1,12 mg/mL (ICso) e 0,29 a 10 mg/mL (ECso),
respectivamente (VITAS et al., 2018). Em kombucha de suco de uva, Ayed, Abid e Hamdi
(2017) obtiveram aumento na atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS de 55,7%
e 38,1%, respectivamente, apds 6 d de fermentacéo.

Em kombucha de soro do tofu, Vitas et al. (2018) obtiveram aumento na atividade
antioxidante de 25,0% e 30,0% pelos métodos de ABTS e DPPH, respectivamente, apds 10 dias
de fermentacdo. Zubaidah et al. (2018) obtiveram aumento na capacidade antioxidante de 8,0%
em kombucha de suco de fruta da serpente fermentado por 14 dias e Chakravorty et al. (2016),
apos fermentar cha preto por 21 dias, registraram aumento na atividade antioxidante pelos
métodos de ABTS e DPPH de 39,7% e 38,4%, respectivamente.

3.5.1.2 Atividade antimicrobiana

A fermentacdo é amplamente conhecida como um método bioldgico de preservacao
dos alimentos, através da formacdo de produtos que exercem atividade antimicrobiana, como
acidos organicos, alcool e bacteriocinas (MARCO et al., 2017). Pesquisas sobre kombucha
demonstraram sua eficacia antimicrobiana contra micro-organismos patogénicos. Essa

atividade ¢ atribuida principalmente ao acido acético, proteinas e catequinas. O acido acético e
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as catequinas tem a propriedade de inibir uma série de bactérias Gram positivas e Gram
negativas (JAYABALAN et al., 2014).

A atividade antimicrobiana e antiflngica da kombucha cultivada em cha preto foi
testada, assim como de mais cinco bebidas fermentadas a partir de infusbes herbais com
propriedades medicinais diferentes: Thymus vulgaris L., Lippia citriodora, Rosmarinus
officinalis, Foeniculum vulgare e Mentha piperita (BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR,
2012). Os micro-organismos avaliados foram os patdgenos humanos Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e sete leveduras do género
Candida. No estudo, as bebidas fermentadas testadas apresentaram atividade antimicrobiana, o
que ndo foi verificado nas infusdes antes da fermentacéo.

Em kombucha de suco de fruta da serpente do cultivar Salak suwaru obtidos por
Zubaidah et al. (2017), aléem da melhora na atividade antioxidante, também apresentou
atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Os halos de inibicdo foram de 8,43 mm antes e 21,60 mm apés a fermentagédo para S.
aureus e 6,91 mm e 15,40 mm para E. coli.

Os extratos de mil-folhas fermentados obtidos por Vitas et al. (2018) foram
utilizados para calcular a concentracdo minima inibitoria (MIC) frente a 6 bactérias e 2 fungos.
Para os extratos obtidos por extragdo com agua quente, as MIC ficaram entre 9,77 e 312,50
pg/mL e, para os extratos obtidos por extracao subcritica, entre 19,53 e 156,25 pg/mL.

Ensaios antimicrobianos utilizando kombucha de suco de uva foram testados por
Ayed, Abid e Hamdi (2017) para 7 micro-organismos. Também foram utilizados suco de uva
ndo fermentado, kombucha neutralizada e cloranfenicol como controle. O suco de uva ndo
fermentado e a kombucha neutralizada ndo apresentaram halos de inibicdo, demostrando que a
capacidade antimicrobiana da bebida se deve principalmente a presenca de acidos organicos.
Em relacdo ao cloranfenicol (entre 2,1 e 3,4 cm), os halos de inibi¢do formados foram menores
(entre 2,2 e 3,0 cm) com excecdo para 0 micro-organismo Bacillus cereus, que apresentou halo

de inibicdo 38% maior.

3.6 LEGISLACAO

Os estabelecimentos produtores de kombucha devem se adequar ao Decreto n°
6.871 de 4 de junho 2009 (BRASIL, 2009), que estabelece sobre a padronizacdo, classificacéo,

registro, inspegdo e fiscalizacdo da producdo e do comércio de bebidas. O art. 12 propde a
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classificacdo de acordo com o contetudo de alcool, que para ser categorizada como bebida
fermentada ndo alcodlica, deve apresentar até 0,5% de alcool etilico potavel a 20°C. De acordo
com o art. 78 deste decreto a bebida devera atender aos requisitos de identidade e qualidade
quanto a normalidade das caracteristicas sensoriais préprios de sua natureza ou composicao;
qualidade e quantidade dos componentes préprios de sua natureza ou composicao; auséncia de
componentes estranhos, de alteracbes e de deteriorantes; limites de substancia e de micro-
organismos nocivos a saude. A conformidade com os padrdes de identidade ndo é possivel uma
vez que a legislagdo brasileira ndo apresenta padrdo de identidade e qualidade ou outra
legislacdo especifica para kombucha. A Portaria n°® 64/2018 (BRASIL, 2018) apresenta a
proposta de Instrucdo Normativa para fixacdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade de
Kombucha.

Os padrdes microbiologicos para bebidas séo instituidos pela Resolugdo n° 12, de
02 de janeiro de 2001 da ANVISA. Considera-se a similaridade da natureza e do processamento
do produto, com base em padrdes estabelecidos para produtos similares. Com isso, a kombucha
atende ao item 17 da legislacéo (sucos, refrescos, refrigerantes e outras bebidas ndo alcoolicas),
devendo o produto apresentar auséncia de coliformes a 35 °C em 50 mL e de Salmonella sp em
25 mL.

Para que se enquadre como alimento funcional e se apresente seguro para
comercializacdo, deve atender aos parametros instituidos pelas resolugdes n° 18/1999 e n°
19/1999 da ANVISA, que sdo o Regulamentos Técnicos de procedimentos para registro de
alimentos com alegacéo de propriedades funcionais e/ou de saude estabelecidos pelo Ministério
da Saude. Para isso, as empresas precisam enviar um Relatério Técnico Cientifico contendo a
denominacdo do produto, finalidade de uso, recomendacdo de consumo indicada pelo
fabricante, descricdo cientifica dos ingredientes do produto (espécie de origem botéanica, animal
ou mineral, conforme o caso, composi¢do quimica com caracterizacdo molecular ou formulagéo
do produto, descricdo da metodologia analitica para avaliacdo dos componentes objetos da
alegacdo, texto e copia do layout dos dizeres na rotulagem do produto de acordo com 0s
regulamentos de rotulagem e diretrizes estabelecidas pela Resolucdo n°18/1999 (BRASIL,
1999a), evidencias cientificas aplicaveis a comprovacao da alegacdo de propriedade funcional
e/ou de saude, como através de ensaios nutricionais e/ou fisioldgicos, ensaios bioguimicos,
estudos epidemioldgicos , ensaios clinicos, entre outros.

Nos Estados Unidos, a kombucha, quando possui um teor alcodlico de até 0,5% em

volume, € fiscalizada pela FDA. Se o volume de alcool for igual ou superior a este valor, durante
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qualquer etapa do processamento, desde a producdo, engarrafamento ou distribuicdo, esta
sujeita a regulamentacédo pelo TTB (UNITED STATES CODE, 2007).

Neste caso, a bebida deve ser produzida de acordo com as normas do Internal
Revenue Code of 1986, obtendo a licengca para atuar como cervejaria. O estabelecimento
produtor deve estar em conformidade com as exigéncias referentes a rotulagem, composicéao
nutricional e impostos cobrados. No rotulo devem conter informagdes como nome comercial
do produtor, volume liquido de bebida, natureza do produto e local de produgdo. Quando se
tratar de bebida alcodlica, deve respeitar a Lei de Rotulagem de Bebidas Alcodlicas de 1988

estabelecida pelo FDA.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

A cultura simbidtica composta por bactérias e leveduras foi doada pela empresa Ba
Kombucha, localizada em Gravatai/RS. Erva mate (llex paraguariensis) da marca Bardo de
Cotegipe®, acucar cristal organico da marca Unido® e cha verde da marca Madrugada®
adquiridos em comércio local da cidade do Rio Grande/RS foram utilizados para o preparo da
kombucha. Para os ensaios das bioatividades in vivo, foi utilizada a bactérias Gram (+)
Staphylococcus aureus EO157:HT (ATCC43895) e Gram (-) Escherichia coli ATCC10832; e
a levedura Saccharomyces cerevisiae BY4741 (Invitrogen™, cod 95400.BY4741). Os
reagentes utilizados foram todos de padrao analitico.

4.2 METODOS

A Figura 2 apresenta o fluxograma do trabalho, incluindo a etapa de preparo do
indculo, a obtencdo da kombucha de erva mate, caracterizacédo fisica, quimica e bioldgica e
avaliacdo das bioatividades testadas (ensaio antibacteriano e capacidade de prevencdo do

estresse oxidativo).

4.3 MANUTENCAO DA CULTURA ESTOQUE

A cultura recebida da empresa Ba Kombucha, composta por biofilme e kombucha,
foi mantida sob refrigeracdo em meio preparado com cha verde e sacarose nas concentracées
descritas no topico 4.4. Esta cultura estoque foi utilizada para o preparo do in6culo de todas as
fermentacdes. Sendo que a cada retirada de meio fermentado o mesmo volume de meio esteril

foi adicionado.

4.4 PREPARO DO INOCULO

O indculo foi preparado em meio contendo 5% de sacarose e 0,5% de folhas de cha
verde (JAYABALAN et al., 2014). Para o preparo da infusdo, as folhas de cha verde foram

adicionadas em agua (80 °C) e, apds 10 min, foram removidas por filtracéo.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/escherichia
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Figura 2 — Fluxograma da obtencdo da kombucha de erva mate e avaliacdo da bioatividade

Cha verde Erva mate
Agua—  Preparo (Lo meio | Agua —| Preparo |do meio |
Indeulo dsearigr?jf—_’l Preparo do indculo ISaC}—;I Ferme|ntacéo |
Inéculo Kombucha
Centrifugacéo

Caracterizacao fisico-quimica

Avaliacéo biologica

Acidez

—— Agucares redutores

—— AcUcares redutores totais
Compostos fendlicos totais

In vitro <2;T;

In vivo Antibacteriano
Estresse oxidativo

DPPH: capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila; ABTS: captura do radical 2,2-azinobis-3-3 etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico
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A sacarose foi adicionada e a infuséo foi esterilizada por microfiltracdo (filtros
Millipore® de 0,2 um de didmetro) em camara de fluxo laminar e transferida para frasco
Erlenmeyer. Apos o arrefecimento da infusdo, a parte liquida da cultura estoque foi utilizada
para inocular o meio na proporgao de 10% (v/v) (NUMMER, 2013).

Apos o preparo foram transferidas assepticamente aliquotas de 30 mL para frascos
Erlenmeyer de 50 mL e estes, incubados em estufa a 20 °C por 12 d. Sendo utilizados como
indculo da fermentacdo dos extratos de erva mate.

Uma parte do meio preparado nesta etapa era utilizado para repor o volume retirado

do in6culo de manutencéo.

45 ANALISE MICROBIOLOGICA

A contagem do numero de bactérias e leveduras no inoculo (tépico 4.4) foi realizada
no 1° e no 12° dia de fermentacdo. O nimero de bactérias foi determinado em triplicata por
plaqueamento (SILVA et al., 2010). Como amostra foi utilizado 1 mL de kombucha diluida em
série em agua peptonada (0,1%). Em cada placa foi adicionado 0,1 mL de cada diluicdo e
espalhado com alca de Drigalski em meio contendo 20 mL de agar PCA (5% de triptona, 2,5%
de extrato de levedura, 1% de dextrose, 15% de agar) diluido em agua destilada. As placas
foram incubadas a 35 °C por 48 h e ap6s contadas em contador de coldnias. Foram consideradas
as placas nas diluicdes que apresentaram valor de unidade formadora de colonia (UFC) entre
30 e 300. Os resultados foram expressos em UFC/mL.

O namero de leveduras foi determinado em triplicata em placas utilizando meio
PDA (4% de amido de batata, 20% de dextrose e 15% de agar) diluido em &gua destilada e
acidificado com acido tartarico 10% até pH 3,5 (SILVA et al., 2010). O volume de 1 mL de
kombucha foi diluida em série e 0,1 mL foi adicionado nas placas e espalhado com alca de
Drigaslki. As placas foram incubadas por 48 h a 30 °C (LEHNHARDT et al., 2017). Apos
incubacdo, as coldnias foram contadas em contador de coldnias e o resultado expresso em
UFC/mL.

4.6 PREPARO DO MEIO DE CULTIVO

O meio foi preparado utilizando erva mate nas concentracoes de 0,5%, 0,75% e

1,0% (m/v), e sacarose a 0,5% (m/v). Para o preparo da infuséo, a erva mate foi adicionada em
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agua (80 °C), a temperatura foi controlada em banho e apds 10 min, a erva mate foi removida
por filtracdo. A sacarose foi adicionada e a infuséo foi esterilizada por microfiltracdo (filtros
Millipore® de 0,2 um de diametro) em camara de fluxo laminar, e transferidos para frasco
Erlenmeyer de 500 mL. O meio foi inoculado com in6culo preparado no item 4.4.

4.7 FERMENTACAO PARA O PREPARO DA KOMBUCHA

As fermentacdes foram realizadas em incubadora sem agitacdo e com temperatura
controlada por 12 d, como recomendado por Ayed, Abid e Hamdy (2017) e Sun, Li e Chen
(2015). Paratal, em frasco Erlenmeyer (500 mL) foram adicionados 270 mL do meio de cultivo
preparado na concentracdo de erva mate estabelecida para cada ensaio, conforme Tabela 2, e
30 mL de indculo.

Para avaliar o efeito da concentracdo de erva mate no meio e da temperatura de
fermentacdo, foi utilizado um delineamento completo com trés pontos centrais. A matriz do
delineamento com os niveis reais e codificados & mostrada na Tabela 2. Os resultados obtidos
nas determinacdes do conteddo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante no 12°
dia de fermentacdo foram utilizados no delineamento experimental.

Como controle foi utilizada kombucha de cha verde preparada nas mesmas
condicdes do inéculo, 5% (m/v) de sacarose e 0,5% (m/v) de folhas de cha verde, inoculado a
20 °C por 12 d.

Tabela 2 - Matriz do delineamento experimental, com valores codificados e reais de estudo

(concentracdo de erva mate e temperatura) na obtencdo de kombucha de erva mate

Concentracdo de Temperatura Concentracdo de Temperatura

Ensaio
erva mate (%) (°C) erva mate (%) (°C)
1 -1 -1 0,5 20
2 +1 -1 1,0 20
3 -1 +1 0,5 30
4 +1 +1 1,0 30
5 0 0 0,75 25
6 0 0 0,75 25
7 0 0 0,75 25
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As fermentagGes foram realizadas triplicata, sendo os extratos de erva mate
fermentados por até 12 d e amostras foram retiradas nos dias O, 4, 8 e 12, estas foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min e o sobrenadante avaliado quanto ao pH, acidez,
acucares redutores, acUcares redutores totais, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

Para determinacgdo da atividade biolégica in vivo, foram utilizados os ensaios que

apresentaram melhor contetdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro.

4.8 DETERMINACOES ANALITICAS
481 pH

Para determinacdo do pH, foram utilizadas aliquotas de 10 mL de kombucha. A
leitura foi realizada em triplicata com pHmetro digital (Even, PHS-3E).

4.8.2 Acidez

A acidez foi determinada por volumetria utilizando solucéo de fenolftaleina como
indicador, 10 mL de kombucha, foram diluidos em 100 mL de agua destilada e titulados com

solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,1 M. A acidez foi expressa em % de acido acético.

4.8.3 Acucares redutores

A concentracdo de agUcares redutores foi determinada por método de Miller (1959),
utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como agente oxidante. Foi adicionado 1 mL de
reagente DNS (1% de acido 3,5-dinitrosalicilico) a 1 mL da amostra. Ap6s a homogeneizacdo,
a mistura foi aquecida em banho. A absorvancia foi medida a 540 nm em leitor de microplacas

(EE. Polaris. Celer. Brasil) utilizando glicose para a curva de calibracéo.

4.8.4 Acucares redutores totais

A concentracdo de agUcares redutores totais foi determinada apds hidrélise &cida da
sacarose (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Para tal, 1 mL de amostra diluida foi

acidificada com 1 mL de &cido cloridrico P.A. (37%), essa solucédo foi aquecida em banho maria



48

a 100 £ 2°C por 30 min. Apos resfriamento a solugéo foi neutralizada com solucéo de hidrdxido

de sddio 40%. Os acUcares redutores totais foram determinados conforme item 4.8.3.

4.8.5 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados usando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (SUN; LI; CHEN, 2015). O volume de 0,1 mL de amostra foi
misturado com 2 mL de carbonato de sédio a 2%. Apds 2 min, 0,1 mL de reagente Folin-
Ciocalteu a 50% foram adicionados, e a solucdo foi deixada em repouso durante 30 min a
temperatura ambiente. As absorbancias das amostras foram medidas a 734 nm usando leitor de
microplacas (EE. Polaris. Celer. Brasil). Os resultados foram expressos como mg de equivalente
de &cido galico (GAE) / L de amostra.

4.9 ANALISE DA BIOATIVIDADE IN VITRO
4.9.1 Atividade antioxidante
4.9.1.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

O ensaio DPPH, que mede a atividade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazilo, foi conduzido de acordo com método utilizado por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) com modificacdes. As amostras previamente diluidas foram misturadas com
solucéo etandlica (7,4 mg / 100 mL) de DPPH estavel. Apos o tempo de reacdo de 30 min, foi
feita a leitura da absorbancia a 515 nm. As leituras foram utilizadas para o calculo da capacidade
de eliminacdo do radical DPPH (Equacdo 1), onde Acontrole Se refere a absorbancia dos reagentes,

sem a amostra, e Aamostra, @ absorbancia com amostra.

Acontrole-Aamostra

Atividade de eliminagédo (%)= [ ] x100 1)

Acontrole
4.9.1.2 Captura do radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico (ABTS™)

O radical ABTS" foi produzido pela reacdo da solugdo de reserva de ABTS e
persulfato de potassio no escuro na concentracdo de 7 mM, em temperatura ambiente durante

16 h antes da utilizacdo. A solugdo do ABTS" foi diluida com etanol até absorbancia de 0,70 +
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0,10 a 734 nm, e as aliquotas das amostras diluidas foram misturadas com a solugdo ABTS". A
mistura foi deixada em repouso durante 6 min e a absorbéncia medida em leitor de microplacas
(EE. Polaris. Celer. Brasil) (RE et al., 1999).

Os resultados foram expressos com base na capacidade de eliminagdo do radical
ABTS", conforme Equacdo 2, onde Acontrole Se refere a absorbancia dos reagentes, sem a

amostra, € Aamostra, @ absorbancia com amostra.

Acontrole-Aamostra

Atividade de eliminagdo (%)= | | <100 )

Acontrole

4.10 ANALISE DA BIOATIVIDADE IN VIVO

Os ensaios que apresentaram o0 melhor conteudo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante pelas metodologias in vitro, foram utilizados para avaliacao da atividade

antibacteriana e estresse oxidativo.

4.10.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi testada contra cepas das bactérias patogénicas Gram
positivas Staphylococcus aureus EO157:HT (ATCC43895) e Gram negativas Escherichia coli
ATCC10832, utilizando a técnica de disco difusdo em disco de acordo com o protocolo
proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2003).

A solucdo salina contendo o indculo (3 x 108 UFC mL?) foi semeada com auxilio
de um swab estéril na superficie das placas contendo agar Brain Heart Infusion (BHI). Foram
colocados discos de papel filtro estéreis com 5 mm de diametro. Sobre cada disco, foram
adicionados 20 pL de kombucha. As placas foram incubadas por 48 h a 37°C. A atividade
antibacteriana foi avaliada considerando o didmetro do halo de inibi¢cdo, medido com uma

régua.
4.10.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio (H20-) foi utilizado para

medi¢do da atividade antioxidante in vivo da kombucha, sendo empregada a levedura


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/escherichia
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Saccharomyces cerevisiae como modelo de acordo com metodologia utilizada por Naranjo et
al. (2016).

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi mantida refrigerada (4°C) em 4gar YPD
inclinado (1% extrato de levedura, 2% dextrose, 2% de peptona e 2% de &gar).

Para o cultivo das leveduras utilizadas no ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo
foi preparado meio YPD (1% extrato de levedura, 2% dextrose, 2% de peptona). Uma alcada
do micro-organismo cultivado em 4gar inclinado foi inoculada em 100 mL do meio em frascos
Erlenmeyer de 500 mL e incubada a 28°C e 160 rpm. A absorbancia foi determinada a 600 nm
a intervalos de 2 h por espectrofotometria, até que o micro-organismo atingisse a fase
exponencial, apresentando valores entre 0,5 e 0,7, sendo entdo diluidas em meio YPD até
absorbancia de 0,2.

O estresse oxidativo foi induzido por solugdo de perdxido de hidrogénio na
concentracédo de 0,75 mM. Foram preparados 6 tubos contendo 10 mL de meio com leveduras
em frasco de vidro, sendo adicionado em cada um deles: 1) o controle (contendo apenas o
micro-organismo); 2) 50 pL de perdxido de hidrogénio; 3) 100 puL de kombucha de erva-mate;
4) 100 pL de kombucha de erva-mate e 50 pL de peroxido de hidrogénio; 5) 100 pL de
kombucha de cha verde (controle) e 6) 100 pL de kombucha de cha verde e 50 uL de peroxido
de hidrogénio. Os frascos foram incubados a 28 °C por 1 h e 160 rpm em agitador orbital
(Tecnal, TE-424, Brasil).

Apos o periodo, foi determinada a taxa de sobrevivéncia. Para isso, foi feito o
plaqueamento em agar YPD. Onde uma aliquota de 100 pL de amostra foi diluida em série, 100
ML de cada diluicdo foram espalhados com alga de Drigalski em placas contendo 20 mL de
agar. As placas foram incubadas a 28°C por 48 h e a leitura foi realizada em contador de
coldnias. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias (UFC). A taxa de
sobrevivéncia foi calculada em relacdo ao controle de acordo com a Equacéo 3, onde UFCamostra
refere-se ao nimero de unidade formadoras de colénia da levedura Saccharomyces cerevisiae
nos ensaios 2 a 6, € UFCcontrole € 0 NUMero de unidades formadoras de col6nia no ensaio 1,
referente ao controle, onde a suspensdo de leveduras ndo sofreu influéncia dos agentes

antioxidante ou estressor (H20>).

UFC amostra
UFC controle

Taxa de sobrevivéncia (%)=[ ] x100 (3)
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as determinacfes analiticas foram realizadas em triplicata. Os resultados
obtidos nas determinacdes de acidez, pH, acUcares redutores, aglUcares redutores totais,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram tratados estatisticamente utilizando
analise de variancia (ANOVA) e comparados através do Teste de Tukey (p < 0,05). Para obter
o efeito das condicdes de fermentacdo no contetido de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, foi realizada a anélise estatistica dos resultados obtidos no 12° d de fermentacao,
utilizando o software Statistica 7 (Statsoft, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CONTAGEM DE BACTERIAS E LEVEDURAS NO INOCULO

A Tabela 3 mostra os resultados de contagem do nimero total de bactérias e de
leveduras no indculo, nos dias 0 (zero) e 12, em unidades formadoras de coldnia por mililitro

(UFC/mL) de kombucha.

Tabela 3 - Contagem de bactérias e leveduras para determinar a concentracdo microbiana no

in6culo
Tempo (dias)
Micro-organismos 0 12
Bactérias totais (UFC/mL) 3,8x10%+0,15x10? 6400,0x10%+30,0x10?
Leveduras (UFC/mL) 4,0x10'+0,2x10! 540,0x10'+47,0x10!

Os resultados da contagem de bactérias e leveduras sdo expressos como média e desvio padrdo. UFC: unidades

formadoras de colbnia.

Os resultados obtidos foram superiores aos achados por Ayed, Abid e Hamdi
(2017), que encontraram 120,0x10? UFC/mL de bactérias e 65,0x10* UFC/mL de leveduras em
kombucha de ché preto fermentada por 15 dias para inocular suco de uva.

Diferencas na contagem do namero total de bactérias e leveduras ocorrem devido a
diferencas na origem da cultura, por apresentar diferentes composicdes microbiologicas
(JAYABALAN et al., 2014) e periodos de fermentacdo (DE FILIPPIS et al., 2018; ZUBAI-
DAH et al., 2017).

Este ensaio foi realizado para estimar a quantidade de bactérias e leveduras
presentes no indculo utilizando infusdo de cha verde (0,5%) e fermentada a 20°C. A etapa de
preparo do inoculo era realizada anterior as fermentac6es para obtencdo da kombucha de erva
mate, considerando que foram realizados sete ensaios, estes valores podem ter apresentado

variacdo na concentragdo microbiana a cada fermentacao.

52 ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO FERMENTATIVO
5.2.1 pH e acidez total

O declinio dos valores do pH e aumento da acidez durante a fermentacdo da erva

mate e do cha verde (controle) podem ser observados acompanhando as Figuras 3 e 4. O valor

3
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do pH final (APENDICE — Tabela AP 1), verificado no dia 12 foi inferior ao pH inicial,
demonstrando a presenca de atividade metabdlica microbiana. A reducdo dos valores do pH se
deve a presenca de acidos organicos.

No tempo zero, as amostras apresentaram valores de pH estatisticamente iguais aos
do controle, com excecdo na concentracdo de 1% (ensaios 2 e 4), onde valor foi superior. O
mesmo nao foi observado na acidez, pois os valores obtidos ndo diferiram estatisticamente entre
si. Efeito semelhante foi observado por Sun, Li e Chen (2015), em diferentes meios formulados
variando as proporc¢des de extrato de grama de trigo e cha preto, observaram que o pH era mais
elevado nas maiores concentragcdes de extrato de grama de trigo, sendo esta diferencga associada
a composicdo quimica do substrato utilizado. Vitas et al. (2018) também verificaram que a
concentracdo do extrato afeta o pH inicial do meio, utilizando extratos de mil-folhas.

Figura 3 - pH da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de cha verde (controle) durante a

fermentacao

Controle
Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3
Ensaio 4
Ensaio 5
Ensaio 6
Ensaio 7

A KRB NN

Tempo (d)

Controle: Ché verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 2: Extrato de erva
mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva mate (1,0%
m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.
Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.
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Tendo em vista que extratos de erva mate apresentam valores de pH entre 7,08+0,03
e 7,18+0,02, segundo autores como Braghini et al. (2014), o pH inicial inferior ao valor 4 esta
associado a adicdo do indculo. De acordo com autores como Nummer (2013) e Pereira et al.
(2017), além da funcéo de inocular o meio, é utilizado para reduzir o pH a valores menores que
4,2, inibindo assim, o crescimento de micro-organismos patogénicos e esporogénicos
(NUMMER, 2013; PEREIRA et al., 2017).

A partir do quarto dia de fermentacdo, é possivel observar a reducdo do pH e o
aumento da acidez na kombucha de erva mate e no controle (Tabela 4). Segundo Tu et al.
(2019), o acido acético € o principal composto responsavel por essas alteracdes.

Tabela 4 - Variacdo no pH e aumento na acidez (g/L) em kombucha de erva mate (ensaios 1 a
7) e no controle entre periodos da fermentacéo

) pH Acidez
Ensaios
A1-4 As-g Ag-12 A1-4 As-g Ag-12
Controle 0,1%8 0,2%® 0,52 055° 143 2,23
1 0,2® 0,208 0,52 0,764  1,94®  1,65%
2 O,SabCB O,4abB O,GaA l,4le 1’74abcA 1’05dC
3 0,6# 0,19 0,28 1,088 0,94¢¢ 2,714
4 0,5%A 0,5¢ 0,6°4 1,948A 1,18%8B 2,054
5 0,604 0,2bcdB 0,4PcAB 0,26 1,78%B 2,26°A
6 0,6# 0,308 0,4b°A 0,24 1,58°B 2,26°A
7 0,6# 0,308 0,308 0,40°% 1,62°B 2,26°A

Os resultados sdo expressos como a diferenca entre as médias do pH e da acidez nos diferentes tempos de
fermentacdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna ou mailsculas na mesma linha indicam diferencga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras estudadas. Controle: Cha verde (0,5% m/v)/20°C.
Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 2: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3:
Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva
mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75%
m/v)/25°C.

Entre os dias 4 e 8 da fermentacéo, a reducéo no valor do pH e aumento na acidez
foram superiores nos ensaios 2 e 4, cuja concentragdo de erva mate era maior (Tabela 4). Isto
pode estar associado aos compostos presentes na erva mate. De acordo com Riachi e De Maria

(2017), a erva mate contém entre 41,5 e 55,0 mg/L de cafeina. Este composto, segundo
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Cetojevié-Simin et al., (2012), pode estar relacionado a acdo estimulante sobre a cultura. No
entanto, mais estudos precisam ser realizados pois este mecanismo ndo esta elucidado.

Nos ultimos dias de fermentacdo dos extratos houve maior aumento da acidez
titulavel nos ensaios fermentados a temperaturas superiores a 25 °C. Podendo estar associado a
intensa atividade metabdlica. Em estudo realizado por De Filippis et al. (2018), até o 9° dia ha
crescimento exponencial de bactérias acéticas, o que faz com que haja maior consumo de

substrato e, consequentemente, maior formagéo produtos do metabolismo microbiano.

Figura 4 — Acidez (g/L de &cido acético) da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de cha

verde (controle) durante a fermentacao

Controle
Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3
Ensaio 4
Ensaio 5
Ensaio 6
Ensaio 7

Acidez em g/L de acido acético

A KRB NN

o

Tempo (d)

Controle: Chéa verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C. Ensaio 2: Extrato de
erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva mate
(1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75%
m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

Os ensaios realizados a 30°C (ensaios 3 e 4) apresentaram maior teor de acidez
(APENDICE - Tabela AP 2). Segundo Saichana et al. (2015), esta temperatura é ideal para
crescimento de bactérias acéticas. O valor do pH final foi inferior nos ensaios 5, 6 e 7,
fermentados a 25°C (APENDICE - Tabela AP 1). Devido as diferencas no pH inicial e
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temperaturas de fermentacao, os ensaios que apresentaram o menor pH final ndo apresentaram
também maior acidez.

5.2.2 Teor de acucares redutores e agucares redutores totais

As Figuras 5 e 6 mostram a variagdo do teor de agucares redutores totais (ART) e
acucares redutores (AR) na kombucha de erva mate e cha verde (controle) durante o periodo de
fermentacdo de 12 d. Pode-se observar que houve diminuicdo do contelido de ART em todos

0S ensaios, ou seja, houve utilizagdo dos carboidratos como fonte de carbono pela cultura
simbidtica.

Figura 5 - Teor de agucares redutores totais (g/L) da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e

de ché& verde (controle) durante a fermentacéo

Controle
Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3
Ensaio 4
Ensaio 5
Ensaio 6
Ensaio 7

A ERE NN N

204

Acucares redutores totais (g/L)

[N
o
1

Tempo (d)

Controle: Ché verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C. Ensaio 2: Extrato de
erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva mate

(1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75%
m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.
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Nos primeiros 4 d houve menor taxa de consumo de agucares e consequentemente
menor producdo de &cidos organicos devido a concentragdo microbiana no meio ser baixa,
conforme pode ser observado na Tabela 5. O conteido de agucares redutores aumentou (Figura
6), concordando com Zubaidah et al. (2017), que afirmaram que isso se deve a acdo das enzimas
microbianas extracelulares (invertases), que hidrolisam a sacarose em glicose e frutose, para
que possam ser utilizadas como fonte de energia, na sintese de biomassa microbiana e formacédo

de celulose.

Tabela 5 - Variagdo na concentragdo de agucares redutores totais (ART) e agUcares redutores

(AR) em kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e no controle entre periodos da fermentacéo

_ ART AR
Ensaios
A1-4 As-g Ag-12 A1-4 As-g Ag-12

Controle 3,2¢¢ 8,9t 10,2°A 2,59 3,84 -3,8%¢
1 411deC 10’4bA 9,1dB 1,7ch 5’3bA _3’2abC
2 6’8abC 9,3cB 10,7CA O'4abB 4’7abA _2’8bcC
3 5’8bcC 10’2bB ll,5bA l,ObCB 5’9bA _3’3abC
4 7,4%C 9,48 12,734 -0,3%8 5,30A -2,90¢
5 5,2¢d¢ 10,9%4 7,78 1,48 5,9°A -3,7%¢
6 5,2¢d¢ 11,34 7,9%8 1,5% 5,20A -3,32¢
7 5,2¢d8 11,14 8,08 1,78 4,73A -2,5%

Os resultados sdo expressos como a diferenca entre as médias da concentracdo de aclcares redutores totais e
acucares redutores nos diferentes tempos de fermentacdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna ou
maiusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras
estudadas. Controle: Cha verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C. Ensaio 2:
Extrato de erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva
mate (1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75%
m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

No periodo compreendido entre 0 4° a 8° dia de fermentacéo, o consumo de aglcares
redutores totais aumentou. A concentracdo de acUcares redutores atinge seu nivel mais elevado
(Tabelas AP 3 e 4), indicando que houve inversdo da sacarose pela acdo das enzimas
microbianas.

De acordo com Villarreal-Soto et al. (2018), no processo fermentativo da
kombucha, as leveduras oxidam agucares simples a etanol e este, é oxidado a &cido acético

pelas bactérias acéticas. Segundo Saichana et al. (2015), as bactérias acéticas, além de
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utilizarem o etanol como fonte de energia, sdo capazes de oxidar a glicose e a frutose, liberando
diferentes produtos de oxida¢do, como &cido glicdnico. De acordo com Tu et al. (2019), as
bactérias acéticas possuem a capacidade de realizar fermentacdo oxidativa, um processo de
oxidacdo incompleta onde os substratos sdo oxidados por desidrogenases ligadas a membrana
e 0s produtos oxidados s&o entdo liberados para 0 meio de cultura.

Figura 6 - Teor de acUcares redutores (g/L) da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de

cha verde (controle) durante a fermentacao
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Controle: Chéa verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C. Ensaio 2: Extrato de
erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4: Extrato de erva mate
(1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de erva mate (0,75%
m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

A partir do 4° dia de fermentacdo, a formacdo de biomassa na superficie do frasco
tornou-se visivel. Logo, a fonte de carbono passa a ser utilizada ndo somente como nutriente,
mas também, para sintese de celulose bacteriana. Isto foi verificado também por Vitas et al.
(2018), que utilizaram como indculo o liquido da fermentacdo de extratos de mil-folhas, e apos

7 dias de fermentacéo, os cultivos apresentaram formacao de biofilme com massas entre 0,93 e
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3,39 g/L. Segundo autores como Saichana et al. (2015), o biofilme celuldsico é formado
especificamente por espécies termotolerantes como Komagataeibacter xylinus.

No periodo final da fermentagdo, entre os dias 8 e 12, o consumo de agucares
redutores totais se manteve elevado, o que possibilitou a grande producdo de &cidos organicos
e declinio do pH. Isto também foi verificado por autores como De Filippis et al. (2018) e
Zubaidah et al. (2017), pois nessa etapa, as fontes de carbono sdo preferencialmente usadas para
obtencéo de energia e menos para a formacgéo de células microbianas.

Em geral, o perfil do consumo de agucares redutores totais entre as 5 diferentes
condicBes estudadas diferiu estatisticamente do controle, a um nivel de significancia de 95%.
Ao final do periodo de 12 dias pode-se constatar que as amostras fermentadas na maior
temperatura (30 °C) apresentaram menor concentragdo final de agucares totais, indicando que

a temperatura de fermentacdo influenciou na atividade metabdlica da cultura.

5.2.3 Compostos fenolicos totais (CFT)

As concentracdes de CFT na kombucha de erva mate e de cha verde (controle) estdo
apresentadas na Tabela 6.

A concentracdo de CFT é dependente da concentracdo do extrato de erva mate
utilizado no preparo do meio e aumenta no decorrer da fermentacdo (APENDICE - Tabela AP
5). Entre os sete ensaios realizados, houve aumento dos valores de CFT entre 7,2% e 9,6% apds
o0 periodo de 12 d de fermentacdo. Estes valores foram inferiores ao controle, que apresentou
aumento no contetido de CFT de 13,5%.

Os maiores resultados foram observados nos ensaios com maior concentracdo de
erva mate (ensaios 2 e 4). Isto pode estar associado a diferencas no perfil de compostos fendlicos
encontrados no cha verde, como pode ser verificado em estudo realizado por Lobo, Dias e
Shenoy (2017) utilizando cha verde, ap6s 7 d de fermentacdo houve aumento de 4,7% na
concentracdo de CFT. A kombucha de mil-folhas obtida por Vitas et al. (2018), apresentou
aproximadamente 16% a mais de CFT, ap6s 14 d de fermentacao.

Este aumento na concentracdo de CFT apés a fermentacdo era esperado. Pois de
acordo com estudos realizados por Lobo, Dias e Shenoy (2017), Veli¢anski et al. (2014) e
Zubaidah et al. (2017), a fermentacdo tem por caracteristica a capacidade de aumentar o
contetdo de CFT em relacdo aos substratos iniciais, devido a a¢do das enzimas microbianas
gue promovem a conversdo metabolica de compostos fendlicos mais complexos em outros mais

simples.
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Tabela 6 - Concentracdo de compostos fendlicos totais (mg/L de equivalente em &cido galico)

em kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e cha verde (controle) durante a fermentacéo

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 572,4+3,1C 592,9+5,6® 641,2+4,0%A 649,4+11,7 "A
1 414,243,1%¢ 419,4+1,2%C 433,3+3,2%8 445,943,594
2 774,8+1,4%° 792,3+1,4%C 804,4+2,8% 831,7+7,6%A
3 410,6+2,9%¢ 423,6+4,0% 432,7+3,6% 444,243 59A
4 770,6%3,8%° 790,2+2,9%¢ 810,3+3,5% 844,8+1,3%A
5 605,3+2,6°B 621,3+3,6°8 648,4+3,3°8 640,8+2,5"
6 598,8+2,5° 611,8+,6° 637,9+2,5% 646,3+3,5 A
7 607,8+4,8"C 619,8+4, 78 644,2+1,20A 651,3+2,5 bA

Os resultados de compostos fenodlicos totais sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras minUsculas
diferentes na mesma coluna ou mailsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Tukey entre as amostras estudadas. Controle: Ché verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5%
m/v) /20°C. Ensaio 2: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C.
Ensaio 4: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6:

Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

Para determinar as condi¢des de fermentacdo que mais influenciaram na obtencéo
de bebida com maior concentracdo de CFT foi realizada a analise estatistica para os resultados
no 12° d de fermentacéo.

Os resultados desta analise (APENDICE - Tabela AP 6) mostraram que a
temperatura de fermentacdo, bem como sua interacdo com a concentracdo do extrato de erva

mate ndo foram significativas.

Tabela 7 - Analise de variancia para concentracdo de compostos fendlicos totais em

kombucha de erva mate apds 12 dias de fermentacéo

) Graus de Soma Quadrado das F
Variagao ) ) _
liberdade guadratica médias calculado
Regressdo 1 154602,1 154602,1 1858,2
Residuo 5 419,1 83,8
Total 6 155021,2

F tabelado = 6,61 ao nivel de 5% de probabilidade
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Na Tabela 7 se apresentam os resultados da analise de variancia (ANOVA), como
0 F calculado foi maior que o F tabelado, 0 modelo se ajusta aos dados experimentais a um
nivel de significancia de 95% de confianga. De acordo com Rodrigues e lemma (2014), para
que a regressao seja estatisticamente significava e, também, Util para fins preditivos, o valor de
F calculado deve ser no minimo 4 vezes maior que o F tabelado. Logo, podemos considerar o
modelo estatistico preditivo ao nivel de significancia de 95%.

Sendo possivel construir 0 modelo matematico empirico para estimativa de
compostos fendlicos totais, apresentado na equacdo a Equacdo 3, onde C é concentracdo do

extrato de erva mate utilizado no meio de cultivo (%).
CFT (mg/L eq. ac. galico) = 646,5 + 196,6 C 3)
A Tabela 8 apresenta os valores de CFT dos ensaios, comparando com os valores
preditos pelo modelo (Equacéo 3) e os desvios. E possivel observar que os desvios foram

baixos, ficando entre 0,03 e 2,22%.

Tabela 8 - Valores experimentais e valores estimados de compostos fenolicos totais (mg/L)

em kombucha de erva mate apds 12 dias de fermentacdo

Ensaio CFT Experimental CFT previsto Desvio relativo (%)
1 445,9 447,1 -0,3
2 831,7 840,3 -1,0
3 4442 452,7 -1,9
4 844.,8 845,9 -0,1
5 661,2 646,5 2,2
6 646,3 646,5 -0,0
7 651,3 646,5 0,7

CFT: compostos fendlicos totais

Sendo o modelo linear, a partir da construcao da curva de contorno (Figura 7), nota-
se que o aumento da concentracdo de CFT € proporcional a concentracdo do extrato de erva

mate.
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Figura 7 - Curva de contorno obtida para o contetido de compostos fendlicos totais em

kombucha de erva mate
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Os valores de CFT aumentam de acordo com a concentracdo de erva mate
independentemente da temperatura. E possivel observar a existéncia de uma regi&o com maior
concentracdo, localizado na faixa proxima a 1,0%. Também é possivel verificar que na faixa de
20 a 30°C a temperatura ndo exerceu efeito significativo (p > 0,05) na concentracdo de

compostos fendlicos totais.

5.3 BIOATIVIDADE IN VITRO EM KOMBUCHA

5.3.1 Atividade antioxidante in vitro obtida pelo método de sequestro do radical livre
DPPH

Os resultados da atividade antioxidante medidos pela capacidade de sequestro do
radical DPPH em kombucha de erva mate estdo apresentados na Tabela 12.

A fermentacéo esta associada ao aumento da atividade antioxidante pelo método de
DPPH, uma vez que, de acordo com alguns estudos, ha maior conteudo de compostos bioativos
liberados no meio apds a fermentacdo (AYED; ABID; HAMDI, 2017; CHAKRAVORTY et
al., 2016; VITAS et al., 2018; ZUBAIDAH et al., 2017).
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Tabela 9 - Capacidade de sequestro de radicais livres (%) pelo método de DPPH em

kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e cha verde (controle) durante a fermentacéo

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 37,6+0,5% 38,9+0,1°A 38,7+0,2°A 38,9+0,0A
1 40,1+0,7%A 40,0+1,3%A 39,9+1,6% 40,1+1,3%
2 76,5+0,2%C 78,810,624 77,5+0,2%8 79,3+0,02A
3 39,7+1,8°%A 39,4+1,8°A 39,4+1,7°A 39,4+1,7°A
4 76,5+1,5a" 78,1+1,28A 78,610,724 79,2+1,28A
5 58,2+0,4°C 58,7+0,3PBC 59,5+0,20A8 60,4+0,6°A
6 58,8+0,3%8 58,9+0,5%8 59,4+0,4%8 60,7+0,4°A
7 58,940,408 58,8+0,58 59,7+0,5%8 61,1+0,2°%

Os resultados de atividade antioxidante sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras mintsculas diferentes
na mesma coluna ou maitsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre
as amostras estudadas. Controle: Ché verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C.
Ensaio 2: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4:
Extrato de erva mate (1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de
erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

Na Tabela 9 podemos observar que a média da capacidade antioxidante entre os 7
ensaios, pelo método de DPPH aumentou em até 3,7% ap0s 12 d de fermentacdo em
comparacgdo ao periodo inicial (tempo 0).

Para verificar a influéncia das condic6es de fermentacdo na atividade antioxidante
da kombucha de erva mate, foi realizada a analise estatistica utilizando os resultados no 12° dia
de fermentacdo. Com os resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de regressao
para a resposta capacidade de sequestro do radical pelo método de DPPH (%), apresentados na
Tabela 13, onde se pode observar que o coeficiente de determinagdo (R?) no valor de 99,9%
indicou uma resposta preditiva e satisfatdria da regressdo efetuada.

A partir do tratamento dos dados, pode-se concluir que o0 aumento na concentracao
do extrato de era mate de 0,5 para 1,0% ocasionou aumento na atividade antioxidante de 39,47%
(APENDICE - Tabela AP 7). Foi possivel construir o modelo matematico empirico para
estimativa da atividade antioxidante, apresentado na Equacao 4, onde C é a concentracdo do

extrato de erva mate utilizado no meio de cultivo (%).

Atividade antioxidante (DPPH) = 60,0286 + 19,7375 C 4
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Tabela 10 - Andlise de variancia para capacidade de sequestro do radical DPPH em

kombucha de erva mate apds 12 dias de fermentacéao

o Graus de Soma Quadrado das F
Variagao . . o
liberdade gquadratica medias calculado
Regressao 3 1558,42 519,47 583,67
Residuo 3 2,69 0,89
Total 6 1561,12

F tabelado = 9,28

A Tabela 10 apresenta os resultados da analise de variancia (ANOVA). Como pode-
se observar, o valor de F calculado foi maior que o F tabelado, demonstrando que o modelo se
ajusta aos dados experimentais. Logo, podemos considerar a resposta satisfatoria e o0 modelo

estatistico preditivo.

Tabela 11 - Valores experimentais e valores estimados de atividade antioxidante por DPPH

(%) em kombucha de erva mate no 12° dia de fermentacao

Ensaio Experimental Previsto Desvio relativo (%)
1 40,1 40,5 -0,9
2 79,3 79,9 -0,8
3 39,4 40,1 -1,6
4 79,2 79,6 -0,5
5 60,4 60,0 0,6
6 60,7 60,0 1,1
7 61,1 60,0 1,7

DPPH: Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

A Tabela 11 apresenta os valores de atividade antioxidante obtidos pelo método de
DPPH nos ensaios, comparando com os valores previstos pelo modelo (equacao 4) e 0s desvios.
Como observado, os desvios relativos apresentaram valores baixos, na faixa entre 0,5 e 1,7%.

Com base no modelo previsto na Equacdo 4, foi possivel obter a superficie de

resposta, conforme a Figura 8.



66

Figura 8 - Curva de contorno para capacidade de sequestro do radical livre DPPH em

kombucha de erva mate
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Analisando a superficie de resposta, podemos verificar que a capacidade de
sequestro do radical DPPH é maior quanto maiores as concentracdes de erva mate. Quando a
concentracdo de erva mate € aumentada, a atividade antioxidante da kombucha de erva mate ¢é
maior. E possivel observar claramente que a temperatura nio exerce efeito sobre a atividade

antioxidante da bebida.

5.3.2 Atividade antioxidante in vitro obtida pelo método de captura do radical 2,2-

azinobis-3-etilbenzotiazilina-6-acido sulfénico (ABTS")

Os resultados da atividade antioxidante, medidos através da capacidade de captura
do radical ABTS", em kombucha de erva mate fermentada a partir de diferentes concentracoes
de extrato e temperaturas estdo apresentados na Tabela 12.

E possivel observar que as capacidades de captura do radical ABTS*, sdo mais
elevadas nas maiores concentraces de erva mate e que apds o periodo de fermentacdo, a
atividade antioxidante aumentou entre 16,2% e 31,3%. Este efeito também foi observado em
outros estudos como de Ayed, Abid e Hamdi (2017) que obtiveram aumento na atividade



antioxidante de 38,1% pelo método e Chakravorty et al. (2016) de 38,4%, em kombucha de cha

preto fermentado por 21 dias.
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Tabela 12 - Capacidade de captura do radical livre ABTS+ (%) em kombucha de erva mate

(ensaios 1 a 7) e cha verde (controle) durante a fermentacéo

Tempo (dias)

Ensaio 0 4 8 12

Controle 32,8+0,5%° 34,3+0,3% 37,4%0,7°6 39,3+0,59%
1 25,9+0,7¢P 27,7+0,7%¢ 30,7+0,4% 32,8+0,7¢A
2 58,8+1,2"8 61,9+1,4%8 66,7+1,3% 68,3+1,0°*
3 25,9+0,1%C 27,8+0,6°C 31,5+1,3% 34,0+0,3%
4 63,1+2,6%C 67,4+1,5%¢ 68,7+1,1%8 74,0+0,9°A
5 42,4+0,8°° 45,04+0,3% 49,4+0,98 51,9+0,9%
6 41,3+1,1°P 44,5+0,8% 49,4+0,6"8 52,2+0,3%
7 40,9+1,0° 44,6%1,4C 49,7+0,9°8 52,4+0,3%

Os resultados de atividade antioxidante sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras minusculas diferentes
na mesma coluna ou maitsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre
as amostras estudadas. Controle: Cha verde (0,5% m/v)/20°C. Ensaio 1: Extrato de erva mate (0,5% m/v) /20°C.
Ensaio 2: Extrato de erva mate (1,0% m/v)/20°C. Ensaio 3: Extrato de erva mate (0,5% m/v)/30°C. Ensaio 4:
Extrato de erva mate (1,0% m/v)/30°C. Ensaio 5: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 6: Extrato de
erva mate (0,75% m/v)/25°C. Ensaio 7: Extrato de erva mate (0,75% m/v)/25°C.

A andlise estatistica para verificar as condi¢cbes de fermentacdo que mais
influenciaram na atividade antioxidante, foi realizada utilizando os resultados do 12° dia de
fermentacao.

A andlise do efeito das variaveis (APENDICE - Tabela AP 8) mostrou que o
aumento na concentracdo de erva mate de 0,5 para 1,0%, apresentou aumento na atividade
antioxidante pelo método de captura do radical ABTS" de 35,70%. A temperatura de
fermentacdo exerceu aumento de 1,44% na faixa de 20 a 30°C, e a interacdo entre as variaveis
concentracdo e temperatura foi 0,27%.

A Equacdo 5 descreve o0 modelo parametrizado da atividade antioxidante em fungéo
das variaveis codificadas. Onde C ¢é a concentracdo do extrato de erva mate utilizado no meio

de cultivo (%) e T, a temperatura de fermentagédo (°C).

ABTS (%)=52,25+18,85C+ 1,72 T+ 1,L14CT (5)
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Tabela 13 - Andlise de variancia para atividade antioxidante pelo método de ABTS em

kombucha de erva mate

o Graus de Soma Quadrado das F
Variagao . . o
liberdade gquadratica medias calculado
Regressado 1 1421,67 1421,67 28205,68
Residuo 3 0,15 0,05
Total 6 1438,79

F tabelado = 9,28. ABTS: radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico

Na Tabela 13 se apresentam os resultados da analise de variancia (ANOVA), onde
0 F calculado foi maior que o F tabelado, o modelo se ajusta aos dados experimentais. Logo,

podemos considerar a resposta satisfatoria e 0 modelo estatistico preditivo.

Tabela 14 - Valores experimentais e valores estimados de atividade antioxidante pelo método
de ABTS (%) em kombucha de erva mate

Ensaio Experimental Previsto Desvio relativo (%)
1 32,9 32,8 0,1
2 68,3 68,2 0,1
3 34,0 33,9 0,1
4 74,0 73,9 0,0
5 51,9 52,2 -0,6
6 52,2 52,2 -0,1
7 52,4 52,2 0,4

ABTS: radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico

A Tabela 14 apresenta os valores de atividade antioxidante pelo método de ABTS
dos ensaios, comparando com os valores previstos pelo modelo (equacéo 5) e os desvios. E
possivel observar gue os desvios foram baixos, ficando entre 0,07 e 3,22%.

Analisando a curva de contorno podemos verificar que a capacidade de captura do
radical ABTS" é maior, conforme aumenta a concentracao de erva mate, sendo a regido préxima
a concentracdo de 1% a que apresenta maior atividade antioxidante. O efeito positivo gerado
pelo aumento da temperatura pode ser observado, mostrando que a variavel exerce influéncia

sobre a atividade antioxidante.
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Figura 9 - Curva de contorno obtida para o0 método de captura do radical ABTS+ em

kombucha de erva mate
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5.4 BIOATIVIDADE IN VIVO EM KOMBUCHA

5.4.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana da kombucha foi investigada para os ensaios que
apresentaram as melhores atividade antioxidante (Ensaios 2 e 4) e para o controle (cha verde).
A Tabela 15 apresenta os resultados para atividade antibacteriana pelo teste de disco difusao.

Uma zona de inibicdo clara do crescimento foi observada, e os extratos fermentados
apresentaram atividade frente a bactérias Gram positivas (G*) e Gram negativas (G°). De acordo
com Bhattacharya et al. (2016) o efeito antibacteriano da kombucha se deve ndo somente a
presenca de &cidos orgénicos, mas também a outros compostos bioativos ou metabdlitos
sintetizados biologicamente durante a fermentacdo, tal como polifenois, bacteriocinas e
enzimas.

Para a atividade antibacteriana utilizando o micro-organismo Staphylococcus
aureus (G*), o ensaio 4 e o controle apresentaram os maiores diametros de halos, e ndo diferiram
estatisticamente entre si a um nivel de significancia de 95%, ou seja, a kombucha de erva mate

possui atividade antibacteriana igual a da kombucha de chd verde quando utilizada uma
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concentracdo de 1% de erva mate. Apensar de a concentragdo de compostos fendlicos totais na
kombucha de cha verde ser inferior & dos ensaios 2 e 4. Segundo autores como Bhattacharya et
al. (2016) e Zubaidah et al. (2017), dentre os compostos fendlicos presentes no cha verde estéo

as catequinas, que sdo potentes agentes antimicrobianos contra bactérias patogénicas.

Tabela 15 - Atividade antibacteriana em kombucha de erva mate e de cha verde (controle)

Micro-organismos Amostras Diametro (mm)
Controle 4,830,417
Staphylococcus aureus Ensaio 2 2,67+0,52°
Ensaio 4 4,500,552
Controle 2,33+0,52¢
Escherichia coli Ensaio 2 4,00+0,00°
Ensaio 4 4,50+0,55?

Os diametros dos halos de inibicdo sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras. Ensaio 2: kombucha de erva mate (1%
p/v) fermentada a 20°C. Ensaio 4: kombucha de erva mate (1% p/v) fermentada a 30°C. Controle: kombucha de
ché verde (0,5% p/v) fermentada a 20°C

O ensaio 4 apresentou melhor resultado de inibicdo em relacdo a bactéria
Escherichia coli (G°), seguido do controle e do ensaio 2, sendo a atividade antibacteriana
proporcional a concentracdo de compostos fendlicos totais. Os resultados obtidos foram
estatisticamente iguais aos observados na atividade antibacteriana frente a bactérias Gram
positivas. Diferentemente de autores como Ayed et al. (2017) e Zubaidah et al. (2018a) que
obtiveram melhor atividade antibacteriana contra cepas Gram positivas.

Acidos organicos como o 4cido acético, sdo usados na conservacio de alimentos.
Sua acdo é multifatorial e inclui a capacidade do &cido ndo dissociado se difundir através de
bicamadas lipidicas e liberar prétons no citoplasma, diminuindo o pH citoplasmatico. A
acidificacdo do citoplasma bacteriano pode impedir o crescimento por inibicdo da glicélise,
reducdo de transporte ativo ou interferéncia na transducéo de sinal (TU et al., 2019).

Segundo autores como Ayed, Abid e Hamdi (2017), a atividade antibacteriana da
kombucha é principalmente atribuida a presenca de &cido acético, no entanto, segundo
Bhattacharya et al. (2018) compostos fenolicos também exercem efeito na inibicdo do
crescimento microbiano. Em estudo realizado por Vitas et al. (2019), a kombucha de soro do

tofu neutralizada apresentou atividade antibacteriana frente a bactérias Gram™ e Gram", sendo
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apenas 39,3% e 41,0%, respectivamente, menor que a kombucha ndo neutralizada, esses
resultados mostram que o papel dos compostos bioativos ndo sdo negligenciaveis, apresentando
efeito significativo na inibigdo do crescimento bacteriano.

De acordo com Daglia (2012), os polifendis apresentam potente atividade
antimicrobiana contra varias bactérias Gram™ e Gram*, devido a diferentes mecanismos de acéo,
sendo o efeito agregativo sobre as células bacterianas 0 mais convincente. Os agentes
antibacterianos, segundo Reygaert (2014) em geral, atuam sobre 0s micro-organismos através
de quatro principais mecanismos: inibicdo da sintese da parede celular, inibindo a sintese
proteica, inibicdo da sintese de &cidos nucléicos ou inibindo processos metabolicos.

Como observado neste estudo, a atividade antibacteriana da kombucha de cha verde
e de erva mate testada em duas concentracdes, apresentou tamanhos de halo diferentes para
bactérias Gram™ e Gram™. Isto pode ser atribuido a diferentes perfis de compostos fenolicos
presentes em cada infusdo, segundo Daglia (2012), flavonoides apresentam atividade
antibacteriana superior a dos nédo flavonoides.

Lu et al. (2018) correlacionaram a composicdo fendlica com a atividade
antibacteriana de extratos e fracdes da planta Cryptaenia japonica Hassk. Foram utilizados
quatro métodos de extracdo (assistida por micro-ondas, assistida por enzimas, refluxo a quente
e banho maria) e as fragdes foram obtidas utilizando diferentes solventes (éter de petrdleo,
acetato de etila, alcool n-butirico e dgua). Sendo testados frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e estreptococo B-hemolitico. As fracbes obtidas
utilizando acetato de etila e alcool n-butirico apresentaram atividade antibacteriana superior
quando comprada aos demais extratos e fracGes. Esta atividade foi associada a presenca de
compostos como luteolina, apigenina, acido galico, &cido ferulico e acido p-cumarico.

A constituicdo da parede celular de bactérias Gram®™ e Gram™ sdo distintas, 0s
flavonoides apresentam efeito menor sobre bactérias Gram®, pois a membrana celular

superficial é carregada negativamente, concordando com o afirmado por Reygaert (2014).

5.4.2 Atividade antioxidante in vivo

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo unicelular que pode ser
usado para estudo basico da biologia celular eucariética e ajudar a entender a resposta celular
ao estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidantes (MENG et al., 2017). Para analisar a

capacidade da kombucha de erva mate proteger as células de S. cerevisiae contra danos
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induzidos pelo peroxido de hidrogénio - H.O; (agente estressor) a taxa de sobrevivéncia foi
determinada na presenca de kombucha como quimioprotetor (antioxidante externo). A Figura
10 apresenta os resultados para as taxas de sobrevivéncia para os diferentes tratamentos
estudados.

Figura 10 - Taxa de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae nos ensaios

tratados com kombucha de erva mate e cha verde em presenca e auséncia do agente oxidante

(H202) e no controle

100+

80+

60+

40+

Sobrevivéncia (%)

H,O,: perdxido de hidrogénio. Ensaio 2: kombucha de erva mate (1% m/v) fermentada a 20 °C. Ensaio 4:
kombucha de erva mate (1% m/v) fermentada a 30 °C. Controlecns verge: kombucha de cha verde (0,5% m/v)
fermentada a 20 °C. 1: Controle (levedura sem agente oxidante e antioxidante. 2: Levedura e H,O>. 3: Levedura e
kombucha (Ensaio 2). 4: Levedura, kombucha (Ensaio 2) e H,O>. 5. Levedura e kombucha (Ensaio 4). 6. Levedura,
kombucha (Ensaio 4) e H,O,. 7: Levedura e kombucha (Controlecns verde). 8: Levedura, kombucha (Controlechs verde)
e H0..

O aumento da taxa de sobrevivéncia ao tratamento sugere atividade protetora frente
ao H>O, e a diminuicdo da taxa de sobrevivéncia um efeito deletério sobre a levedura. Como
observado, as células de levedura apresentaram sensibilidade para H>O2, uma vez que apenas
40% foram capazes de sobreviver apos exposicdo a acdo do H2O,. O nimero de unidades
formadoras de coldnia do controle (1) representa 100% de sobrevivéncia, pois ndo teve
influéncia dos agentes estressor e antioxidante. Os extratos fermentados também foram testados
para verificar se apresentariam toxidade as leveduras. Como observado na Figura 10, 0 mesmo
ndo foi verificado, ou seja, a adicdo dos extratos fermentados ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle. Como observado, a kombucha preveniu o dano

oxidativo ocasionado pelo peréxido de hidrogénio. Nos ensaios utilizando kombucha de erva
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mate a 0,5%, 1,0% e cha verde a 0,5%, a taxa de sobrevivéncia foi superior ao ensaio onde foi
utilizado somente o agente estressor sobre a solugdo microbiana. Isso se deve ao contetdo
fendlico das bebidas que apresenta atividade antioxidante, conforme determinado neste
trabalho.

Estes resultados estdo de acordo com Baroni et al. (2012), que testaram amostras
de vinho das variedades Cabernet Suavignon, Malbec e Syrah, obtendo aumento na taxa de
sobrevivéncia de 26%, 16% e 13%, respectivamente, em relacao a levedura exposta ao perdxido
de hidrogénio. Segundo os autores, os polifendis podem eliminar radicais livres estaveis por
reducdo via transferéncia de elétrons ou por transferéncia de hidrogénio de grupos hidroxila em
aneis aromaticos. A capacidade antioxidante observada nos sistemas vivos, resulta de interacdes
sinérgicas e antagonicas entre os diferentes polifendis, modificando sua capacidade
antioxidante. A eficacia dos antioxidantes depende também, de fatores como a energia
necessaria para permitir a dissociacdo de ligacdes entre o oxigénio e o hidrogénio fenolico, do
pH, do potencial de reducédo, da solubilidade, da estrutura estereoquimica e da deslocalizacéo
dos radicais antioxidantes.

Os resultados encontrados neste trabalho tambeém condizem com os estudos
realizados por Naranjo et al. (2016) que obtiveram aumento de 52% na taxa de sobrevivéncia
da levedura testando extratos de tomate utilizando a mesma metodologia. A avaliacdo de
compostos antioxidantes naturais testados por modelos biolégicos ajudam na confirmacao da

potencial atividade antioxidante testada anteriormente por técnicas in vitro.
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6 CONCLUSOES

Foi obtida kombucha de erva mate (llex paraguariensis) utilizando a cultura
simbidtica de bactérias e leveduras e suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas foram
avaliadas nas condi¢fes propostas.

A kombucha de erva mate apresentou maior concentracdo de CFT e atividade
antioxidante em relacdo ao periodo inicial (tempo 0). Os ensaios 2 (1% de erva mate e 20°C) e
4 (1% de erva mate e 30°C) apresentaram maior concentragdo de CFT e, consequentemente,
maior atividade antioxidante.

As kombuchas de erva mate (ensaios 2 e 4) apresentaram atividade antibacteriana,
sendo eficazes na inibi¢do do crescimento das cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, bem como, inibiram o estresse oxidativo in vivo utilizando o micro-organismo
Saccharomyces cerevisiae, sendo capazes de aumentar a taxa de sobrevivéncia da levedura

frente H2O. como agente estressor.
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7

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar o acompanhamento do teor de etanol produzido nas amostras de bebida
durante a fermentagéo.
Identificar &cidos organicos formados e perfil de compostos bioativos presentes.

Realizar analise sensorial da bebida produzida.
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Tabela AP 1 - pH da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de ché verde (controle) durante

0 periodo de 12 dias de fermentacao

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 3,1+0,1°A 3,040,128 2,8+0,1% 2,3+0,12°
1 3,1+0,1°A 2,9+0,1%8 2,7+0,1%C 2,240,150
2 3,640,124 3,1+0,0%® 2,7+0,1%C 2,1+0,0P
3 3,2+0,1°A 2,6+0,0°8 2,5+0,0°C 2,3+0,0%P
4 3,60,1%A 3,1+0,0%® 2,620,17C 2,0+0,1°°
5 3,1+0,1°A 2,5+0,1°8 2,2+0,1® 1,940,1%C
6 3,040,204 2,5+0,28 2,2+0,2°8 1,8+0,198C
7 3,1+0,1°A 2,4+0,1%8 2,1+0,1¢¢ 1,840,190

Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras minGsculas diferentes na mesma coluna ou
maiusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras
estudadas.

Tabela AP 2 - Acidez em g/L da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de cha verde

(controle) durante o periodo de 12 dias de fermentacéo

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 0,62+0,03 1,17+0,06°8 2,60+0,10% 4,83+0,06%°
1 0,78+0,06% 1,54+0,07% 3,48+0,10°C 5,13+0,03%P
2 0,81+0,03% 2,22+0,00"® 3,96+0,06% 5,01+0,09°P
3 0,84+0,00 % 1,92+0,00°8 2,86+0,03C 5,57+0,06°°
4 0,86+0,07 % 2,80+0,03%8 3,98+0,07%¢ 6,03+0,06%°
5 0,86+0,07 % 1,12+0,03°® 2,90+0,09C 5,16+0,24C
6 0,74+0,03 A 1,04+0,03™® 2,62+0,18C 4,88+0,12%C
7 0,80+0,03 % 1,14+0,06°® 2,76+0,16C 5,02+0,07°P

Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna ou
maiusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras
estudadas.
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Tabela AP 3 - Aglcares redutores totais em g/L da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e

de cha verde (controle) durante o periodo de 12 dias de fermentacdo

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 4541+0,56°  42,17+0,14%®  33,30+0,07*¢ 23,070,172
1 45,75+0,57%A  41,67+0,05 31,3240,13°¢ 22,19+0,04°P
2 45,86+0,38A  39,11+0,03™® 29,79+0,14 € 19,06+0,44 P
3 45,45+0,13 A 39,64+0,21°¢ 29,42+0,07 ¢ 17,87+0,159°
4 4543+0,30°*  38,03x0,13%  28,66+0,08%  15,94+0,09°°
5 46,32+0,30%®A  41,13+0,16%®  30,18+0,07%C  22,43+0,18°°
6 46,58+0,47°A  41,38+0,04°®  -30,06+0,08%  22,21+0,13°P
7 46,56+0,17*  41,36+0,19°®  30,23+0,10°°  22,27+0,19°°

Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna ou
maiusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras

estudadas.

Tabela AP 4 - Acucares redutores em g/L da kombucha de erva mate (ensaios 1 a 7) e de cha

verde (controle) durante o periodo de 12 dias de fermentacao

Tempo (dias)

Ensaios 0 4 8 12

Controle 9,41+0,08%® 11,87+0,09 248 15,71+0,09 "4 11,95+0,22 ¢AB
1 9,65+0,63 P 11,34+0,02 PC 16,660,144 13,42+0,03 %8
2 9,37+0,01%° 9,79+0,19C 14,53+0,10°A 11,73+0,02°®
3 9,68+0,12°%P 10,70+0,06 16,63+0,17 A 13,31+0,13 %8
4 9,50+0,12°% 9,23+0,11™ 14,55+0,13 A 11,63+0,14®
5 9,50+0,23°% 10,91+0,27 ¢ 16,76+0,39 A 13,06+0,32 "8
6 9,60+0,06 %P 11,1240,27 PedC 16,34+0,74 %A 13,09+0,33 "8
7 9,70+0,07 %P 11,44+0,21%C 16,16+0,34 A 13,70+0,14 %

Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna ou
maiusculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras
estudadas.
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Tabela AP 5 - Variagdo na concentracdo de compostos fendlicos totais em kombucha de erva

mate (ensaios 1 a 7) e no controle entre periodos da fermentacéao

Ensaios A1-4 Asg As-12

Controle 20,58% 48,3184 8,19%8
1 5,25PA 13,86¢4eA 12,60%A
2 17,4334 12,18%A 27,314
3 13,022bA 9,034 11,55
4 19,532 20,1648 34,45
5 15,968 27,10°A 12,812
6 13,028 26,040¢A 8,40%8
7 11,9748 24,36"0A 7,148

Os resultados sdo expressos como a diferenca da média concentracdo de compostos fendlicos totais entre os tempos
de fermentacdo 1 a 4, 4 a8 e 8 a 12. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna ou maitsculas na mesma linha

indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras estudadas.

Tabela AP 6 — Coeficientes e limites de confianga para a concentragdo de compostos

fendlicos totais nos diferentes ensaios de kombucha de erva mate

o Erro Limite Limite
Interacdes p-valor  Coeficientes B _ _ _
padréo inferior superior
Média 0,00 646,50 3,98 633,83 659,17
Concentracao de
0,00 196,59 5,27 179,83 213,36
erva mate
Temperatura de
y 0,63 2,83 5,27 -13,93 19,59
fermentacao
Concentracao x
0,54 3,67 5,27 -13,09 20,44

Temperatura

R?=99,8%. Os extratos de erva mate foram preparados nas concentragdes de 0,5%, 0,75% e 1,0%. As temperaturas

de fermentacdo estudadas foram 20 e 30°C.
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Tabela AP 7 - Coeficientes e limites de confianca para a atividade antioxidante (DPPH) nos

diferentes ensaios de kombucha de erva mate

o Erro Limite Limite
InteracGes p-valor  Coeficientes B ) ) )
padrao inferior superior
Média 0,00 60,03 0,36 58,89 61,17
Concentracéo de
0,00 19,74 0,47 18,22 21,24
erva mate
Temperatura de
3 0,69 -0,20 0,47 -1,71 1,30
fermentacao
Concentragdo x
0,81 0,12 0,47 -1,38 1,63

Temperatura

R2=99,9%. Os extratos de erva mate foram preparados nas concentracdes de 0,5%, 0,75% e 1,0%. As temperaturas
de fermentacéo estudadas foram 20 e 30°C. DPPH: Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila.

Tabela AP 8 - Coeficientes e limites de confianca para a atividade antioxidante (ABTS+) nos

diferentes ensaios de kombucha de erva mate

. Erro Limite Limite
Interacdes p-valor  Coeficientes . _ _ _
padrao inferior superior
Média 0,00 52,25 0,08 51,98 52,52
Concentracéo de
0,00 18,85 0,11 18,49 19,21
erva mate
Temperatura de
0,00 1,72 0,11 1,36 2,07
fermentacao
Concentragéo x
0,00 1,13 0,11 0,78 1,49

Temperatura

R?=99,9%. Os extratos de erva mate foram preparados nas concentragdes de 0,5%, 0,75% e 1,0%. As temperaturas

de fermentacdo estudadas foram 20 e 30°C. ABTS: Radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico.
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Tabela AP 9 - Taxa de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae nos ensaios
tratados com kombucha de erva mate e cha verde em presenca e auséncia de agente oxidante

(H202) e no controle

Ensaio % Sobrevivéncia
1 Controle (suspenséo de leveduras) 100,0+0,0?
2 Suspensido de leveduras e H20; 40,0+4,2¢
3 Suspensdo de leveduras e kombucha (Ensaio 2) 94,5+4,92
4 Suspensdo de leveduras, kombucha (Ensaio 2) e H20- 53,542,1 ¢
5 Suspensdo de leveduras e kombucha (Ensaio 4) 95,0+2,8%
6 Suspensdo de leveduras, kombucha (Ensaio 4) e H20> 57,0+4,2°
7 Suspensdo de leveduras e kombucha (Controlechs verde) 90,5+4,92
8 Suspensdo de leveduras, kombucha (Controlechs verde) € H202 43,5+3,5¢

H.O,: peréxido de hidrogénio. Ensaio 2: kombucha de erva mate (1,0% m/v) fermentada a 20 °C. Ensaio 4:
kombucha de erva mate (1% m/v) fermentada a 30 °C. Controlecna verde: kombucha de cha (0,5% m/v) fermentada
a20°C.
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