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RESUMO

AZEVEDO, Leandro Nunes, M.Sc. Universidade Vila Velha – ES, outubro de 2020. 
Fermentação  secundária  do  Kombucha  com  a  polpa  de  frutos  do  palmito
juçara  (Euterpe  edulis Martius):  efeitos  do  tempo  e  da  concentração  na
qualidade do produto. Orientadora: Prof. Dra. Denise Coutinho Endringer. 

O Kombucha é uma bebida que tem recebido ampla atenção publicitária e demanda
comercial. Ela apresenta uma sensação ácida, carbonada e levemente adocicada ao
paladar  e  é  composta  por  uma  simbiose  de  fungos,  bactérias,  açúcar  e,
tradicionalmente,  o  chá  preto  (Camellia  sinensis),  muito  embora  outros  extratos
tenham  sido  fermentados.  O  objetivo  desse  estudo  foi  investigar  a  composição
química e as características sensoriais da fermentação secundária do Kombucha
com a  polpa  de  frutos  do  palmito  juçara  (Euterpe  edulis Martius).  Foram feitas
fermentações com a adição de 50, 100, 200, 300 e 400mg da polpa do fruto da
juçara e recolhidas amostras no início, 7º, 10º, 14º e 21º dias de fermentação. A
seguir  foram conduzidas a análise  organoléptica,  de  pH, acidez titulável,  sólidos
solúveis totais, determinação de polifenóis e flavonóides, ensaio de citotoxicidade in
vitro,  a Análise de Componentes Principais (PCA) e das superfícies de resposta.
Foram constatadas a redução de pH, dos sólidos solúveis totais e dos flavonóides, o
aumento  da  acidez  titulável,  da  quantidade  de  polifenóis  com  o  tempo  de
fermentação. Além disso, a fermentação não prejudicou a viabilidade celular nos
ensaios  de  MTT e  a  superfície  de  resposta  demonstrou  maior  concentração  de
polifenóis em tempos de fermentação e concentrações maiores da polpa dos frutos
da Juçara.

Palavras-chaves: Probióticos; Alimento fermentado; Características Físico-químicas



ABSTRACT

AZEVEDO,  Leandro  Nunes,  M.Sc.  Vila  Velha  University  -  ES,  October  2020.
Secondary fermentation of Kombucha with the pulp of the juçara palm fruit
(Euterpe edulis Martius): effects of time and concentration on product quality.
Advisor: Prof. Dra. Denise Coutinho Endringer. 

Kombucha is a beverage with wide marketing and commercial demand. It  has an
acidic, carbonated and slightly sweet taste and is composed of an association of
fungi, bacteria, sugar and traditionally black tea (Camellia sinensis), although other
extracts  have  been  fermented.  The  objective  of  this  study  was  investigating  the
chemical  composition  and  sensory  characteristics  of  secondary  fermentation  of
Kombucha with the fruit pulp of Juçara palm (Euterpe edulis Martius). Fermentations
were made with 50, 100, 200, 300 and 400 mg of Juçara fruit pulp, and samples
were  collected  at  the  beginning,  7th,  10th,  14th  and  21st  days  of  fermentation.
Organoleptic  analysis,  pH,  titratable  acidity,  total  soluble  solids,  determination  of
polyphenols and flavonoids, in vitro cytotoxicity assay, principal component analysis
(PCA) and response surfaces analysis were performed. There was a decrease in pH,
total soluble solids and flavonoids, an increase in titratable acidity and in polyphenols
with fermentation time. In addition, fermentation did not impair cell viability in MTT
assays and response surface analysis showed a higher concentration of polyphenols
in higher fermentation times and concentrations of the pulp of Juçara´s fruits.

Key words: Probiotics; Fermented food; Physicochemical characteristics
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1 INTRODUÇÃO

A fermentação é um método milenar de conservação alimentar e ultimamente tem

atraído os consumidores devido às suas propriedades probióticas e efeitos benéficos

para  a saúde humana  (MARCO e colab.,  2017).  Dentro  desse escopo estão os

probióticos que são alimentos, produtos ou preparações que contêm microrganismos

viáveis  que  modulam a  microbiota  hospedeira  e  têm efeitos  biológicos  positivos

conhecidos,  tais  como competição com bactérias patogénicas  (DERRIEN e VAN

HYLCKAMA  VLIEG,  2015),  produção  de  peptídeos  bioativos  e  poliamidas  com

potencial  efeito  cardiovascular,  imunitário  e  metabólico  (PESSIONE  e

CIRRINCIONE, 2016).

Uma  das  bebidas  fermentadas  mais  tradicionais   é  o  Kombucha,  cuja  origem

remonta ao período de 220 a.C na região da Manchúria, noroeste da China, tendo

se disseminado para o Japão em 414 d.C. como um elixir (KALLEL e colab., 2012)

e, posteriormente, para as rotas de comércio com a Rússia e a Europa Oriental

(JAYABALAN, Rasu e colab.,  2014) .  Sua disseminação mundial  ocorreu após a

Segunda  Grande  Guerra  e  nos  dias  atuais  têm  ganhado  grande  popularidade

(BASCHALI e colab., 2017). 

O Kombucha é uma bebida ácida, carbonada e levemente adocicada formada por

uma mistura de bactérias, fungos, chá (Camellia sinensis) e açúcar  (LIU e colab.,

1996),  sendo  composta  por  uma  película  de  celulose  contendo  uma  cultura

simbiótica  de  bactérias  e  leveduras  denominada  SCOBY  e  o  caldo  líquido

fermentado (HAUSER, 1990). O substrato tradicional para o cultivo é o chá-verde ou

chá  preto   adoçado com 5-8% de sacarose,  ao  qual  o  SCOBY é  adicionado  e

deixado fermentar por 7 dias  (KANURIĆ e colab., 2018) . Ao caldo resultante da

fermentação tradicional, também podem ser adicionados outros substratos para uma

fermentação secundária. 

A composição microbiológica do SCOBY é variada, alguns autores demonstram a

presença de diversas bactérias, destacando-se as dos gêneros Gluconacetobacter,

Gluconobacter,  Oenococcus e  Lactobacillus (COTON  e  colab.,  2017) e  por
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leveduras,  predominando  as  Dekkera  bruxellensis,  Dekkera  anomala e

Hanseniaspora  valbyensis;  e  outras  secundárias:  Saccharomyces  cerevisiae,

Saccharomyces bayanus e  Torulapsora delbrueckii (COTON e colab.,  2017).  Em

relação  à  composição  química  diversas  substâncias  com  propriedades  bioativas

foram  identificadas,  com  ênfase  em  compostos  fenólicos.  Estes  representam  o

principal grupo de antioxidantes presentes no Kombucha e são responsáveis por

algumas das propriedades terapêuticas da bebida.  Entre  os compostos fenólicos

presentes  no  Kombucha  do  chá  da  Camellia  sinensis estão  os  flavonóides,

especialmente  as  catequinas  (Figura  1)  (JAYABALAN,  R.  e  colab.,  2007).  No

entanto, a bebida ainda apresenta outros compostos fundamentais como o ácido

glucurônico  e  o  ácido  acético.  O ácido  glucurônico  tem sido  estudado  por  suas

propriedades destoxificantes e de proteção hepática  (HYUN e colab.,  2016),  e  o

ácido acético pela sua atividade antimicrobiana (LEAL e colab., 2018).

Figura 1. Estruturas dos constituintes químicos presentes no Kombucha

Fonte: Imagem retirada do site Catequinas (https://catequinas.weebly.com/)
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Muitos  outros  estudos  também investigaram os  efeitos  benéficos  do  Kombucha,

como a hepatoproteção (BHATTACHARYA e colab., 2011), o efeito hipoglicemiante

(ZUBAIDAH e colab., 2019),  atividade a antioxidante  (BHATTACHARYA e colab.,

2013) , o efeito antidislipidêmico (YANG, Zhi-Wei e colab., 2009), o tratamento das

úlceras gástricas  (BANERJEE e colab., 2010), a melhora da resposta imune  (SAI

RAM e colab., 2000) , destoxificante hepático (LONČAR e colab., 2000) , a redução

da  artrite,  aterosclerose,  distúrbios  metabólicos  e  problemas  inflamatórios

(JAYABALAN, Rasu e colab., 2014), além de efeitos terapêuticos no tratamento do

câncer (JAYABALAN, Rasu e colab., 2014). 

A fermentação secundária também tem sido utilizada como forma de modificar a

composição e a atividade terapêutica de alguns extratos, como a Salacca zalacca,

uma palmeira nativa de Java e Sumatra na Indonésia, que resultou no aumento de

quantidade  do  ácido  acético  com  atividade  inibitória  de  bactérias  Gram-positiva

(Staphylococcus  aureus)  e  Gram-negativa  (Escherichia  coli),  no  aumento  da

atividade antioxidante mensurada pelo teste de atividade de  scavenging do radical

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e no aumento de conteúdo fenólico, de taninos e

flavonóides (ZUBAIDAH e colab., 2018b).

A Euterpe edulis Martius é uma palmeira nativa da floresta Atlântica, distribuída ao

longo da costa atlântica brasileira até a Argentina, conhecida popularmente como

juçara (ou jussara). O palmito da palmeira juçara é visto economicamente como uma

iguaria,  tendo  se  tornado  o  segundo  produto  não-madeireiro  mais  exportado  da

Floresta  Atlântica   (SCHULZ e  colab.,  2016).  Essa  exploração  contribuiu  com a

degradação ambiental e a quase destruição da espécie  (SCHULZ e colab., 2016).

Por  essa  razão,  o  consumo alternativo  do fruto  da  juçara,  com adição de  valor

nutricional,  ambiental  e  econômico,  tornaria  a  exploração  sustentável,  já  que

preservaria a planta  (DA SILVA CAMPELO BORGES e colab.,  2011; SCHULZ e

colab., 2016). 

O fruto dessa palmeira contém compostos bioativos como antocianinas, flavonoides

e ácidos fenólicos relacionados a uma potente atividade antioxidante(YANG, Chung

S. e colab.,  2009), até melhor do que aquela da  E. oleracea (SCHULZ e colab.,

15



2016).  Diversos  estudos  das  frutas  da  juçara  têm  demonstrado  os  efeitos

antioxidantes  in vitro (BICUDO e colab., 2014; SCHULZ e colab., 2015, 2016) e in

vivo  (CARDOSO,  Alyne  Lizane  e  colab.,  2015).   Estudos  do  nosso  grupo

demonstraram atividade nefroprotetora (CARDOSO, Priscylla Maria Martins e colab.,

2020) de frutos de  E. edulis,  e quimiopreventiva de câncer  (BARROSO e colab.,

2019) e atividade anti-oxidante (MAZUCO e colab., 2018). 

A procura por  bebidas fermentadas está aumentando entre  os  consumidores na

medida em que esses as percebem como um método importante de conservação

dos alimentos que pode, também, trazer benefícios à saúde  (CARDOSO, Rodrigo

Rezende e colab., 2020; IVANIŠOVÁ e colab., 2020). O Kombucha, como bebida de

chá fermentada, é consumido não só na Ásia, mas em outros países cuja ingestão

se torna cada vez mais frequente. Seu preparo se dá principalmente a partir do chá

preto,  mas  outras  formas  de  fermentação  secundária  estão  cada  vez  mais

disponíveis. Apesar de encontrarmos referências na literatura sobre a composição

físico-química e atividade antioxidante de preparo tradicional, não existem estudos

suficientes sobre outros tipos de preparações secundárias. É por esse motivo que o

nosso  estudo  incluiu  uma  fermentação  com  um  fruto  rico  em  polifenóis,  cujo

composição e potencial  antioxidante pode variar  segundo a quantidade da polpa

adicionada e o tempo de fermentação.

Esse estudo tem por objetivo investigar a possibilidade de aplicação de diferentes

quantidades da polpa dos frutos da Euterpe edulis Martius na produção de bebidas

Kombucha  com  diferentes  tempos  de  fermentação  com  o  objetivo  de  adquirir

conhecimentos sobre a composição físico-química e as características sensoriais.

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Polpa dos frutos de Euterpe edulis Martius

Os frutos de  E. edulis Martius foram doados pelo Sítio dos Palmitos, propriedade

situada  no  município  de  Domingos  Martins,  Espírito  Santo,  Brasil.  A  polpa  foi

produzida  segundo  método  descrito  pela  Empresa  Brasileira  de  Pesquisa

Agropecuária (MATTA e colab., 2005). Os frutos foram prensados manualmente com
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o mínimo de água (cerca de 3 mL para cada g de fruto), separados das sementes e

a pasta obtida foi filtrada para remoção de resíduos de fibra e casca. Número de

cadastro no Sisgen Nº AF1F18D.

2.2 Kombucha

2.2.1 Primeira fermentação (método tradicional) 

O produto fermentado foi produzido segundo as especificações do  Food and Drug

Administration (FDA) (NUMMER, 2013). A infusão foi obtida a partir da mistura do

chá preto (Camelia sinensis) obtido de um mercado local (15g/L) e a sacarose (5%

p/v). Após o completo resfriamento, o chá foi inoculado com o Kombucha adquirido

da Fermentare Produção e Comércio de Produtos Naturais Ltda, São Paulo, SP,

Brasil, e o processo ocorreu ao longo de 7 (sete) dias em temperatura de 25±2 ºC

em um pote de vidro sem tampa, envolto por um tecido de algodão.

Segundo  o  fabricante,  foram  identificados  alguns  microrganismos  na  colônia  de

Kombucha,  dentre  as  bactérias:   Acetobacter spp  e Bacterium  gluconicum, e  as

espécies  fúngicas: Dekkera  bruxellensis, Pichia

membraneafaciens, Zygosaccharomyces bisporus e Kluyveromyces marxianus.

2.2.2 Segunda fermentação 

A fermentação secundária foi obtida a partir da mistura de 50 a 400 mg da polpa de

E. edulis, conforme a Tabela 1.  Foi empregado o método proposto por Zubaidah et

al.  (ZUBAIDAH e colab., 2018a), que inclui 10% (v/v) do fermentado do Kombucha

tradicional e 5% (p/v) da sacarose.

Tabela 1. Delineamento da produção de Kombucha com Euterpe edulis Martius

 
Caldo método

tradicional (mL)
Polpa de

E. edulis s (mg)
Sacarose

(g)
Volume final

(mL)

Kombucha (K) 10 0 0,5 10

K + E. edulis 50 1 50 0,5 10

K + E. edulis 100 1 100 0,5 10

K + E. edulis 200 1 200 0,5 10
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K + E. edulis 300 1 300 0,5 10

K + E. edulis 400 1 400 0,5 10

A fermentação foi interrompida através do congelamento (-20ºC) das amostras nos

dias 0, 7, 10, 14 e 21(KALLEL e colab., 2012). Todas as amostras foram produzidas

em  triplicata  biológica  e  submetida  às  análises  organoléticas  e  físico-químicas,

totalizando 90 unidades amostrais. Em todas essas análises foi utilizada a fração

líquida do produto fermentado.

2.3 Características organolépticas

A cor, odor e consistência dos fermentados foram avaliadas e descritas segundo o

teste de características sensoriais para Análise de Alimentos do Instituto Adolf Lutz

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4 Determinação de pH, acidez titulável (AT) e sólidos solúveis totais (SST)

Empregando-se um pHmetro  (Metron® modelo  827 pH Lab)  foram realizadas as

análises de pH e um refratômetro de bancada (Abbé® com escala de refração de

1,300-1,72 nD de 0-95 oBrix modelo 2 WAJ), o teor de sólidos solúveis totais (SST).

A acidez titulável  (AT) foi  determinada por  meio da titulação com NaOH 0,01 M

(Sigma®) e expressa em g de ácido acético por 100 mL de amostra. Também foi

calculada a razão SST/AT pela divisão do valor da leitura de SST pelo valor de AT. 

Os procedimentos foram executados segundo o Instituto Adolfo Lutz  (INSTITUTO

ADOLFO LUTZ, 2008). 

2.5 Determinação de polifenóis totais

O método aplicado foi  descrito  por  Krepsky et  al  (2012)  adaptado  (KREPSKY e

colab.,  2012),  que consiste  em  transferir  25 µL de amostra (diluída a 1:4) para

microplacas de 96 poços e fundo transparente e logo a seguir, nesta ordem, 10 µL

de Reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 215 µL de Na2CO3 10,6%. Após aguardar 3
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minutos as leituras foram feitas pelo aplicativo PhotoMetrix® em smartphone (BÖCK

e colab., 2020). A água deionizada foi utilizada como branco.

Todo  o  experimento  foi  conduzido  em  temperatura  ambiente  e  em  baixa

luminosidade.  A  curva  de  calibração  foi  obtida  através  do  ácido  gálico  (Sigma

Aldrich®) em diferentes concentrações (0,15 – 0,50 mg.mL -1). Os resultados foram

expressos em equivalentes de ácido gálico (mg.mL-1).

2.6 Determinação de flavonóides 

O teor de flavonóides foi  determinado segundo método descrito por Xu e Chang

(2007)  (XU e CHANG, 2007). Foi utilizado um espectrofotômetro FilterMax-5 Multi-

Mode  Microplate  Reader® utilizando-se  de  microplacas  de  96  poços  e  fundo

transparente. A cada poço foram transferidos 180 µL de amostra (diluída a 1:30) e

15 µL de NaNO2 2,5 %. Após aguardar 6 minutos, foram adicionados, em cada poço,

15 µL de AlCl3 10 % e logo após 5 minutos, 50 µL de NaOH 1M. Ao final de 10

minutos, realizou-se leitura no espectrofotômetro no comprimento de onda de  415

nm, descontando-se os valores do branco (água) e do branco da amostra. 

O experimento foi realizado a temperatura ambiente e em baixa luminosidade. 

A curva de calibração foi obtida através da quercetina em diferentes concentrações

(0,015  –  0,050  mg.mL-1).  Os  resultados  foram  expressos  em  equivalentes  de

quercetina (EQ) (mg.mL-1).

2.7 Citotoxicidade in vitro - MTT 

A  citotoxicidade  in  vitro dos  fermentados  foi  avaliada  por  meio  de  um  ensaio

colorimétrico  MMT,  segundo  descrito  por  Mosmann  (1983)(MOSMANN,  1983).

Nesse  método  foram transferidos  para  incubação  os  fibroblastos  3T3  ou  HEPA

h1c1c7  para  uma  microplaca  de  96  poços  na  concentração  final  de  7  x  105

células/ml.  No  dia  subsequente,  as  células  foram  expostas  aos  fermentados  e

submetidas a 24 horas de incubação. Logo em seguida foram titulados 100 μL de

MTT (1 mg/mL) em cada poço e a placa foi incubada por 2 horas. Após este tempo

foram adicionados 100 μL de DMSO em cada poço para a dissolução dos cristais de

formasana. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm em

espectrofotômetro (Spectra Max 190, Sunnyvale, CA). 

19



2.8 Análise de Componentes Principais (PCA)
 

O  modelo  PCA foi  produzido  a  partir  dos  dados  quantitativos  das  propriedades

físico-químicas das amostras de Kombucha.  As informações foram implementadas

no software Statistica v.10. Dessa análise, por meio de autovalores e autovetores

foram obtidas novas coordenadas compostas  das componentes  principais  (PCs).

Essas foram submetidas a um algoritmo k-means de clustering. Os hiperparâmetros

do  algoritmo  foram  preservados  nos  valores  padrão  do  pacote  Scikit-learn

(Pedrogosa et al., 2011), escrito em Python. Foram escolhidos 5 clusters para essa

análise.

2.6 Análise estatística e matemática

Em relação  às  variáveis  pH,  acidez  titulável  e  sólidos  solúveis  totais,  todas  as

médias e desvio-padrões das triplicatas das amostras foram submetidas à análise de

variância (ANOVA) e teste de Tukey a 5% (p < 0,05) por meio do software GraphPad

Prism versão 8.3. 

Para o teor de polifenóis totais e flavonóides, a comparação estatística foi realizada

através da construção de intervalo de confiança pelo teste t de Student com 95% de

confiança, realizado pelo software Excel. Os valores sobrepostos de intervalos de

confiança denotam conjuntos estatisticamente iguais, enquanto os valores disjuntos,

conjuntos estatisticamente diferentes.

As superfícies de resposta foram obtidas com o software Statistica v.10. Os métodos

de  regressão  próprios  do  programa  foram  utilizados  tanto  para  obtenção  das

superfícies de resposta por mínimos quadrados ponderados, quanto para o modelo

polinomial biquadrático para o teor de flavonoides.

3 RESULTADOS

3.1 Características Organolépticas do Kombucha de Juçara

O fermentado de Kombucha de chá preto apresentou, no início, aparência líquida

com a presença de uma fina película acastanhada, quase transparente. A partir do
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sétimo dia, uma cor marrom-avermelhado, odor acético, sabor levemente ácido e

agradável. Com o decorrer do tempo de fermentação, foi notada uma intensificação

do odor e do sabor avinagrado, além do espessamento da película e coloração mais

acastanhada do líquido (Tabela 2).

As amostras do Kombucha com E. edulis apresentaram cor violeta clara (Tabela 2).

Também foi identificado odor aromático a partir do sétimo dia de fermentação, que

se intensificou na medida em que o tempo progrediu. O sabor foi acético (7º e 10º

dia), até avinagrado nos tempos de fermentação maiores (14º e 21º dia). Notou-se a

formação de uma película em todas as amostras, apresentando cor avermelhada,

diferente daquela dos fermentados do Kombucha de chá preto. Essa também se

espessou  conforme  o  tempo  de  fermentação  progrediu,  compostas  de  várias

camadas sobrepostas (Tabela 2). 
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Tabela 2. Características Organolépticas de Kombucha e Euterpe edulis

 0 7 10 14 21 Parâmetros

Kombucha (K) Marrom-avermelhada
Aromático

Neutro
Ausente 

Marrom-avermelhada
Acético
Ácido

Presente

Marrom avermelhada
Acético
Ácido

Presente

Marrom avermelhada
Acético
Ácido

Presente

Marrom avermelhada
Acético

Muito ácido
Presente

Cor
Odor
Sabor

Película 

K + I. edulis 50 Violeta claro
Aromático

Neutro
Ausente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Aromático

Levemente Ácido
Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Violeta claro
Acético

Muito ácido
Presente

Cor
Odor
Sabor

Película

K + I. edulis 100 Violeta claro
Aromático

Neutro
Ausente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Cor
Odor
Sabor

Película

K + I. edulis 200 Violeta claro
Aromático

Neutro
Ausente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Cor
Odor
Sabor

Película

K + I. edulis 300 Violeta escuro
Aromático

Neutro
Ausente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Cor
Odor
Sabor

Película

K + I. edulis 400 Violeta escuro
Aromático

Neutro
Ausente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Aromático

Levemente ácido
Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Violeta claro
Acético
Ácido

Presente

Cor
Odor
Sabor

Película
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3.2 pH, Acidez Titulável (AT) e Sólidos Solúveis Totais (SST)

3.2.1 pH

A  análise  dos  valores  de  pH  evidenciou  uma  redução  em  todas  as  amostras

conforme o tempo da fermentação avançou. A diminuição máxima desse parâmetro

foi observada no 7º dia do Kombucha da Juçara 400, com o valor de 2,88 (Tabela 3).

Conforme o tempo de fermentação aumentou os valores de pH reduziram de modo

estatisticamente significativo nas diversas formulações, quando comparamos o 7º

dia ao 21º dia de fermentação, exceto o Kombucha de Juçara 400 (Tabela 3).

Tabela 3 – Valores de pH de Kombucha ao longo do tempo de fermentação e de diferentes 
concentrações

 Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
K Chá Preto 4,36±0,03a 3,91±0,03b 3,14±0,15c 3,20±0,02c 3,24±0,01c

K Juçara 50 3,93±0,11a 3,96±0,05a 2,74±0,20b 2,91±0,03b 2,97±0,02b

K Juçara 100 4,06±0,04a 3,98±0,02a 2,85±0,06b 2,95±0,05b 2,95±0,04b

K Juçara 200 3,43±0,12a 3,19±0,10b 2,90±0,02c 2,91±0,05c 2,91±0,02c

K Juçara 300 3,52±0,08a 3,21±0,02b 2,80±0,05c 2,87±0,04c 2,82±0,02c

K Juçara 400 3,70±0,02a 2,88±0,01b 2,75±0,05d 2,79±0,00c 2,79±0,03c

Nota. Dentro de cada linha, as médias com as letras iguais não diferem entre si (p < 0,05).

3.2.2 Acidez Titulável

Neste estudo, o Kombucha de chá preto (tradicional) apresentou um aumento do

conteúdo de ácidos totais do dia zero de fermentação para o dia 7, em seguida uma

redução do 7º para o 10º dia e um aumento progressivo nos tempos posteriores (14

e 21 dias). A quantidade de ácidos totais no 21º dia de fermentação foi maior do que

a do dia 0, porém menor do que a do dia 7 (Tabela 4).

O  mesmo  comportamento  ocorreu  com  os  diferentes  grupos  do  Kombucha  de

Juçara,  sendo  encontrada  a  maior  acidez  no  sétimo  dia  de  fermentação  do

Kombucha de Juçara 200 e no vigésimo primeiro dia do Kombucha de Juçara 400

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Acidez Titulável das amostras do Kombucha (g/100 ml)

 Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21

K Chá Preto 0,039±0,003c 0,087±0,003a 0,032±0,003c 0,040±0,005c 0,072±0,000b

K Juçara 50 0,026±0,002a 0,029±0,002a 0,010±0,001c 0,018±0,003b 0,026±0,003a

K Juçara 100 0,024±0,001b 0,035±0,002a 0,013±0,001d 0,018±0,002c 0,023±0,002b

K Juçara 200 0,028±0,002b 0,052±0,001a 0,014±0,001c 0,024±0,0005b 0,028±0,002b

K Juçara 300 0,023±0,002d 0,062±0,004a 0,017±0,002e 0,032±0,001c 0,036±0,000b

K Juçara 400 0,030±0,003c 0,097±0,005a 0,022±0,001d 0,036±0,003b 0,041±0,004b

Nota. Dentro de cada linha, as médias com as letras iguais não diferem entre si (p < 0,05).

3.2.3 Sólidos Solúveis Totais (SST)

A análise refratométrica dos sólidos solúveis totais  apresentou uma redução dos

graus Brix ao longo do tempo na fermentação em todas as amostras entre os dias 0-

14 (Tabela 5), exceto o Kombucha de Juçara 200, e uma elevação entre o dia 14-21

de fermentação, exceto o Kombucha de Chá Preto. 

Tabela 5 - Sólidos Solúveis Totais das amostras de Kombucha

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21

K Chá Preto 5,33±0,140a 4,50±0,001b 4,50±0,001b 4,50±0,001b 3,50±0,001c

K Juçara 50 4,25±0,001a 4,00±0,001b 4,00±0,001b 4,00±0,001c 3,50±0,001c

K Juçara 100 4,25±0,001a 4,00±0,001a 4,00±0,001a 3,50±0,001c 3,83±0,29b

K Juçara 200 4,23±0,015a 4,00±0,001a 4,00±0,001a 3,25±0,050c,a 3,67±0,14b

K Juçara 300 4,24±0,001a 4,00±0,001b 4,00±0,001b 3,50±0,001c 4,00±0,001b

K Juçara 400 4,23±0,015a 4,00±0,001b 4,00±0,001b 3,50±0,001d 3,83±0,140c

Nota. Dentro de cada linha, as médias com as letras iguais não diferem entre si (p < 0,05).

3.3 Polifenóis totais

Uma vez que as características organolépticas das amostras para os tempos de

fermentação acima de 14 dias as tornaram pouco palatáveis para consumo humano,

compararam-se  os  teores  de  polifenóis  para  diferentes  massas  de  juçara  nos

tempos 7 e 14 dias. A tabela 6 demonstra os intervalos de confiança para polifenóis.

Tabela 6 - Comportamento de polifenóis (mg/mL) para as diferentes massas de juçara no sétimo e décimo

quarto dias

7 dias 14 dias

Massa de

juçara / mg

Valor inferior do

intervalo

Valor superior

do intervalo

Valor inferior do

intervalo

Valor superior do

intervalo
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0 0,092 0,151 0,098 0,145

50 0,113 0,123 0,130 0,133

100 0,129 0,135 0,118 0,186

200 0,130 0,137 0,149 0,156

300 0,139 0,147 0,152 0,159

400 0,124 0,155 0,168 0,181

Os teores de polifenóis dentro do mesmo tempo de fermentação apresentaram difícil

discriminação pela grande variância dos dados,  especialmente das fermentações

com o chá tradicional e com 400 mg de juçara em 7 e 14 dias, e da fermentação

com 100 mg de juçara em 14 dias. 

Se  fixado  o  tempo  de  fermentação  em  7  dias,  o  chá  com  50  mg  de  juçara

apresentou um conteúdo de polifenóis inferior aos demais. Além disso, o chá com

300 mg de Juçara evidenciou um teor de polifenóis estatisticamente superior aos

daqueles com 100 mg e 200 mg. Não foi possível segregar as fermentações com

chá tradicional e com 400 mg de juçara dos demais, pela grande dispersão de dados

observada. 

Se  fixado  o  tempo  de  fermentação  para  14  dias,  o  chá  com 50  mg  de  juçara

apresentou  o  menor  teor  de  polifenóis,  quando  comparado  aos  demais.  A

fermentação com 400 mg de juçara apresentou, estatisticamente, o melhor conteúdo

de polifenóis, mas não pode ser diferenciado do chá com 100 mg, já que o intervalo

de confiança desse é muito amplo e estatisticamente indiferenciável  de todos os

outros.

Quando  analisado  dentro  das  mesmas  massas  de  juçara,  mas  com tempos  de

fermentação  diferentes,  houve  uma  tendência  de  todos  os  chás  de  Juçara  a

apresentarem um maior teor de polifenóis após 14 dias de fermentação. A exceção

foi o chá com 100 mg de juçara que evidenciou dados muito dispersos, dificultando a

análise estatística rigorosa. 
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3.4. Flavonóides Totais

Da mesma forma que para os polifenóis, em que os tempos de fermentação acima

de 14 dias tornam o produto pouco palatável para consumo humano, compararam-

se os teores de flavonóides para diferentes massas de juçara nos tempos 7 e 14

dias. A tabela 7 demonstra os intervalos de confiança para flavonóides.

Tabela 7 - Comportamento de flavonóides (mg/mL) para as diferentes massas de juçara, para 7 e 14 dias

de fermentação.

7 dias 14 dias

Massa de

juçara / mg

Valor inferior do

intervalo

Valor superior do

intervalo

Valor inferior do

intervalo

Valor superior do

intervalo

0 0,026 0,046 0,041 0,044

50 0,008 0,013 0,010 0,014

100 0,021 0,034 0,013 0,013

200 0,029 0,032 0,014 0,015

300 0,019 0,034 0,016 0,018

400 0,015 0,017 0,021 0,024

O conteúdo de flavonóides não foi beneficiado com a adição de polpa dos frutos da

juçara, uma vez que no sétimo de fermentação não houve diferença estatística entre

o chá tradicional (controle) e os chás com adição de 100mg, 200 mg e 300 mg de

Juçara. Inclusive houve a redução do teor de flavonóides nos chás com 50 mg e 400

mg de Juçara. Para os 14 dias de fermentação, o chá tradicional foi estatisticamente

superior aos demais, confirmando a tendência de que a adição de juçara surtiu com

efeitos negativos sobre o conteúdo de flavonóides na bebida.

Já quando olhamos para os diferentes tempos de fermentação com as massas de

juçara fixas, os valores para o sétimo dia são estatisticamente superiores aos dos 14

dias pra os chás com 100 mg, 200 mg e 300 mg. Para o chá tradicional e com 50 mg
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de Juçara não há diferença estatística entre os tempos de fermentação. Para o chá

com 400 mg, o valor de flavonóides para 14 dias foi superior ao do sétimo dia.

3.5 Citotoxicidade in vitro – MTT

Os resultados obtidos após incubação de 24 horas com as diferentes amostras de

Kombucha  com  a  polpa  da  Juçara  indicam  que  o  produto  possui  boa

biocompatibilidade em todas as concentrações estudadas. No Kombucha de Juçara

400 e  demais  dias de fermentação das demais  concentrações houve viabilidade

celular acima de 63%. Essa última corresponde a leitura obtida do Kombucha de

Juçara 400 no 21º dia de fermentação.

Tabela 8 - Citotoxicidade in vitro das amostras de Kombucha (%)

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21

Kombucha Chá Preto 0,00±0,00b 0,00±0,00b 0,00±0,00b 0,00±0,00b 4,53±1,05a

K Juçara 50 0,00±0,00c 0,85±1,47c 0,62±0,62c 2,85±0,00b 16,97±3,14a

Kombucha Juçara 100 0,00±0,00c 0,21±0,37c 4,39±4,39c 6,34±0,00b 23,06±2,85a

Kombucha Juçara 200 0,00±0,00c 11,27±6,67b 8,74±8,74b 5,84±0,00b 30,7±1,19a

Kombucha Juçara 300 0,00±0,00d 16,62±1,40c 26,47±2,47a 20,82±0,00b 24,16±4,04ab

Kombucha Juçara 400 0,98±0,85d 11,28±1,74c 22,2±2,20ab 11,83±0,00c 36,34±0,65a

Nota. Dentro de cada linha, as médias com as letras iguais não diferem entre si (p < 0,05).

3.6 Análise de Componentes Principais (PCA)

Foi  conduzida  a  decomposição  em  componentes  principais  (PCs)  gerando  um

subespaço vetorial R3 capaz de explicar 75,3% da variância do conjunto global. Para

os casos observados, foi aplicada a técnica de aprendizado de máquina k-means

para  tentar  agrupar  os  dados (clustering)  em cinco grupos.  Os resultados foram

ilustrados  na  Figura  2.  A  tabela  9  listou  as  coordenadas  de  cada  um,

separadamente.

Tabela 9 - Coordenadas para os fatores projetadas nos 3 PCs
PC1 PC2 PC3

Juçara / mg -0.523964 -0.109269 -0.718743

Tempo / dia -0.706112 -0.017241 0.372667

Polifenóis / mg/mL -0.574963 -0.025924 -0.636287

Flavonóides / 0.673148 -0.145775 -0.314039

27



mg/mL

BRIX 0.865770 -0.012675 -0.211379

pH 0.799355 -0.266465 0.064819

AT 0.112584 -0.925547 -0.111274

SST/AT 0.436592 0.783274 -0.284425

Figura 2. PCA para os casos envolvidos.

Cada cor representa um grupo obtido por k-means.

 

Como ilustrado na figura 2, pudemos observar que houve a separação quase total

dos fatores, exceto pelo relativo agrupamento do conteúdo de juçara com o teor de

polifenóis.  Essa  observação  indica  que  as  fontes  de  variância  dos  dados  foram

suficientemente  distintas,  exceto  pelos  dois  fatores,  dentro  do  rigor  da  variância

explicada pelas três primeiras PCs.

3.7 Superfícies de resposta em função do tempo de fermentação e da massa de 
juçara

Foram analisadas as superfícies de respostas em R3 para os efeitos do tempo de

fermentação e da massa de juçara em cada um dos seis fatores (teor de polifenóis,

teor de flavonóides, BRIX, pH, AT e SST/AT). Para o comportamento dos sólidos

solúveis totais (SST) e pH foram obtidos ajustes razoáveis de R2=0,64 e R2=0,76,

respectivamente, com um polinômio de segundo grau nas variáveis independentes.

Para os demais fatores, as superfícies foram obtidas por meio da suavização por
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mínimos  quadrados  ponderados,  no  entanto  sem  valor  funcional  interpretativo,

apenas visual.  As superfícies de resposta foram apresentadas nas figuras 3-8.

Para  as  variáveis  com  atividade  biológica  (polifenóis  e  flavonóides),  o

comportamento foi distinto. O teor de polifenóis cresce com a massa de polpa de

frutos da juçara e com o tempo de fermentação, ao passo que para os flavonóides, o

conteúdo  praticamente  independe  da  massa  e  decresce  com  o  tempo  de

fermentação. 

Para  os  valores  de  sólidos  solúveis  totais  (SST),  esses  são  concentrados  em

menores  tempos  de  fermentação  e  menores  massas  de  juçara  (figura  5),

decrescendo  suavemente  conforme  as  variáveis  independentes  aumentam.  A

característica  do  pH  do  meio  acompanhou  a  mesma  tendência  (figura  6).  O

comportamento da acidez titulável (AT) não foi  de fácil  interpretação pela grande

proximidade  dos  dados,  o  que  inviabilizou  a  identificação  de  tendências  dessa

variável com os fatores independentes 

(figura 7). Essa incerteza na interpretação influenciou, naturalmente, em SST/AT,

cuja  superfície  de  resposta  não  dá  margem  para  uma  discussão  dos  dados

experimentais.
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Figura  3.  Superfície de resposta obtida por mínimos quadrados ponderados para o conteúdo de

polifenóis em função do tempo de fermentação e da massa de juçara.
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Figura  4.  Superfície de resposta obtida por mínimos quadrados ponderados para o conteúdo de

flavonóides em função do tempo de fermentação e da massa de juçara.
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Figura  5. Superfície de resposta obtida por ajuste polinomial biquadrático para SST em função do

tempo de fermentação e da massa de juçara.
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Figura  6. Superfície de resposta obtida por ajuste polinomial biquadrático para o pH em função do

tempo de fermentação e da massa de juçara.
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Figura 7. Superfície de resposta obtida por mínimos quadrados ponderados para AT em função do

tempo de fermentação e da massa de juçara.
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Figura 8. Superfície de resposta obtida por mínimos quadrados ponderados para SST/AT em função

do tempo de fermentação e da massa de juçara.
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4. DISCUSSÃO

O Kombucha é uma bebida conhecida por  seu sabor  levemente ácido,  o  que é

explicado pelos diversos ácidos orgânicos em sua constituição (VILLARREAL-SOTO

e colab.,  2018).  O pH e  a acidez titulável  são dois  parâmetros  importantes  que

mudam ao longo do tempo de fermentação, e isso se deve à presença dos ácidos

(VILLARREAL-SOTO  e  colab.,  2018).  Os  microrganismos  presentes  no  SCOBY

metabolizam  o  açúcar  e  outras  sustâncias  presentes  no  chá  em  metabólitos

intermediários, como ácido acético, glicurônico, glicônico, tartárico, málico, cítrico,

lático, succínico e malônico (JAYABALAN, Rasu e colab., 2010; VILLARREAL-SOTO

e colab., 2018), e esses impactam diretamente nas variações observadas no pH e

na  acidez.  Observou-se  que  o  pH  do  Kombucha  do  chá  preto  e  das  várias

concentrações de Kombucha de Juçara variou de 4,36 e 3,52 no tempo inicial até

3,24 e 2,79 no 21º dia de fermentação.  Constatamos que esses achados foram

similares aqueles encontrados por outros autores (CHAKRAVORTY e colab., 2016;

JAKUBCZYK  e  colab.,  2020;  JAYABALAN,  R.  e  colab.,  2007).  Além  disso,  um

estudo publicado por Zubaidah e cols (2018) (ZUBAIDAH e colab., 2018a) encontrou

uma acidez titulável que variou entre 0,92% a 1,65% após 14 dias de fermentação

das  frutas  da  palmeira  Salacca  zalacca (Gaerth)  com o  Kombucha.  O  presente

estudo encontrou valores inferiores a esses, quer sejam, 0,039% e 0,022% no tempo

zero e 0,072% e 0,023% no 21º dia de fermentação. As bebidas de Kombucha de

longa  fermentação  em geral  apresentam altas  concentração  de ácido  acético  e,

dessa forma, um sabor avinagrado intenso(KHOSRAVI e colab., 2019), o que pode

se tornar uma desvantagem comercial. Outros estudos também validam o aumento

da  concentração  da  acidez  titulável  ao  longo  do  tempo  (AYED  e  colab.,  2017;

CHAKRAVORTY e colab., 2016; JAKUBCZYK e colab., 2020). Assim como a acidez

e  o  pH,  as  quantidades  de  SST  acabam  reduzindo  ao  longo  do  tempo  da

fermentação,  já  que  as  leveduras  metabolizam  a  sacarose  ao  longo  de  todo  o

processo de fermentação(MAY e colab., 2019),  assim como os açúcares simples

são degradados a outros compostos (MAY e colab., 2019). Essas são justificativas

que fundamentam os achados de SST encontrados nesse estudo. 

Já os compostos fenólicos são conhecidos pela sua capacidade antioxidante(YANG,

Chung S. e colab., 2009) e têm a capacidade de eliminar as espécies reativas de
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oxigênio, tais como o oxigênio singlet, superóxidos e radicais hidroxil (JAYABALAN,

R. e colab., 2008). Neles incluem os flavonóides, flavonois, flavonolos, flavononas,

isoflavonas, flavonas, antocianidinas, flavanalols, calconas, antocianinas, isômeros

do ácido clorogênico, famílias de ácido cinâmico e benzóico, estilbenos, ligninas,

lignanos, taninos, tocoferóis e tocotrienóis  (SHAHIDI e NACZK, 2003). Os frutos da

palmeira  E. edulis são ricos em polifenóis totais, com quantidades que variam em

811 ± 16,7 mg EAG/g na polpa liofilizada  (CARDOSO, Priscylla Maria Martins e

colab.,  2020).  O  conteúdo  de  polifenóis  totais  foi,  dessa  forma,  avaliado  nesse

estudo apresentando valores de até 0,181 mg EAG/ml na preparação de Kombucha

de  juçara  400  no  14º  dia  de  fermentação.  O  mesmo  comportamento  não  foi

observado com o quantitativo de flavonóides totais. 

O aumento do conteúdo total de polifenóis pode ser explicado pela degradação de

polifenóis complexos a moléculas menores por  algumas enzimas liberadas pelos

microrganismos  do  Kombucha  (CHAKRAVORTY  e  colab.,  2016).  Sabe-se  que

alguns desses, como Candida tropicalis, são capazes de degradar vários polifenóis

(ETTAYEBI e colab., 2003). Além disso a redução dos níveis de flavonóides também

poderiam  ser  atribuídos  a dois  processos  diferentes:  (1)  as  antocianinas

monoméricas combinam-se com outros compostos fenólicos  (CHRIS SOMERS e

EVANS, 1977), e (2) as antocianinas monoméricas são adsorvidas em células de

microrganismos (MORATA e colab., 2003).

A polpa dos frutos da Juçara é consumida como alimento em várias regiões do

Brasil.  A  não  toxicidade  do  fruto  também  foi  verificada  por  autores

(FELZENSZWALB  e  colab.,  2013).  O  estudo  atual  pesquisou  a  toxicidade  da

fermentação com um ensaio de toxicidade celular in vitro revelando uma viabilidade

acima de 63% em todas as amostras. Isso permite afirmar que há segurança para o

consumo humano da bebida fermentada com a polpa de Juçara nas concentrações

e tempos estudados.

A partir  dos dados do estudo atual  podemos inferir  que o décimo quarto dia  de

fermentação da Juçara parece o ideal  para uma produção em escala da bebida

fermentada já que reúne propriedades organolépticas toleráveis, além de uma alta
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concentração de polifenóis, de um teor aceitável de pH e a maior concentração dos

ácidos orgânicos.  Dentre as concentrações de polpa utilizadas nesse estudo,  as

maiores evidenciam maior concentração de polifenóis como constatado na superfície

de resposta.  

A  baixa  toxicidade  do  Kombucha  de  Juçara  associado  ao  grande  conteúdo  de

polifenóis totais na polpa dos frutos da Juçara poderia incentivar estudos posteriores

com concentrações ainda maiores da polpa ou, quiçá, ao processo de adaptação do

ecossistema do Kombucha à polpa pura dos frutos da Juçara, para que se realize a

fermentação primária da mesma forma que o Kombucha do café  (WATAWANA e

colab., 2015) e do hibisco (JANUÁRIO e colab., 2020). Na fermentação primária não

existiria a necessidade do cultivo e do uso do Kombucha de chá preto antes da

adição da polpa da Juçara.

Enfim,  outros  estudos  são  necessários  para  se  avaliar  o  potencial  antioxidante,

outros dados do perfil  químico e microbiológico da fermentação com a polpa da

Juçara com o Kombucha. 

5. CONCLUSÃO

O Kombucha  de  Juçara  é  um produto  com potencial  comercial,  reunindo  baixa

toxicidade  e  risco  de  contaminação,  aumento  dos  polifenóis  ao  longo  da

fermentação  e  boas  características  organolépticas.  Os  achados  desse  estudo

indicam que o 14º dia de fermentação e maiores concentrações da polpa do fruto da

Juçara reúnem os atributos para uma produção em maior escala da bebida.
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