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RESUMO  

Kombucha é uma bebida probiótica à base de chá das folhas de Camellia sinensis, 

promissora e com crescente consumo mundial. No entanto, conhecimento acerca da sua 

composição química varia em função das condições ambientais de cultivo. Diante do 

exposto, o presente estudo avaliou o potencial antioxidante, disponibilidade de 5-metil-

tetrahidrofolato, compostos fenólicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais e a 

composição físico-química de kombucha de chá verde (Camellia sinensis) durante o 

período de fermentação estudado. Kombucha de chá verde foi fermentada por 21 dias, 

sendo analisada nos tempos 1, 3, 7, 14 e 21 dias. A análise do 5-metiltetradidrofolato foi 

realizada em cromatógrafo HPLC-DAD (Shimadzu LC20AT), compostos bioativos e 

atividade antioxidante total (ABTS) foram avaliadas utilizando método colorimétrico em 

espectofotêmetro. Também foi avaliada umidade, cinzas, lipídios, pH, Aw, sólidos 

solúveis, acidez titulável e açúcares totais. A kombucha apresentou teores de 5-

metiltetraidrofolato de 39,12 ± 1,32 µg/ mL no líquido e 45,78 ± 8,42 µg/ mL no disco de 

celulose no terceiro dia de fermentação e 50,87 ± 3,56 µg/ mL no líquido e 54,88 ± 3,89 

µg/ mL no disco no vigésimo primeiro dia de fermentação. Teores de compostos fenólicos 

totais na faixa de 1,05 ± 0 mg EAG/ mL (dia 1) até 1,94 ± 0,01 mg EAG/ mL (dia 21) 

foram encontrados na kombucha, com aumento de acordo com a prolongação da 

fermentação até o dia 21. O disco de celulose apresentou valores não significativos para 

fenólicos 0,09 ± 0 mg EAG/ mL. Flavonoides totais não apresentaram diferenças 

significativas ao longo da fermentação, mantendo-se em torno de 0,07± 0,00 mg EC/mL 

durante todo o processo fermentativo. Carotenoides totais presentes tiveram uma queda 

significativa com a progressão da fermentação de 53,80 ± 0,36 µg/100 mL no início para 

24,69 ± 0,70 µg/100 mL no final da fermentação. Os valores de umidade foram similares 

durante o processo fermentativo com média do líquido e SCOBY de 93,06% ± 0,57 e 

92,33 ± 0,59 respectivamente. A Aw para o líquido e SCOBY se manteve em 0,99 ± 0,00 e 

cinzas abaixo de 0,1% para o líquido e para o SCOBY sem diferenças significativas 

durante o processo de fermentação. Valores de sólidos solúveis para o líquido ficaram 

entre 6,5 – 7,5 e os lipídios apresentados tiveram uma média igual a 0,3% ± 0,12 e 0,6% ± 

0,19 para o líquido e SCOBY respectivamente, ambos sem variação ao longo da 

fermentação. No presente estudo, a acidez titulável aumentou com o decorrer da 

fermentação e os valores de pH caíram de 3,34 ± 0,01 no primeiro dia até 2,06 ± 0,10 no 

último dia de fermentação. Os dados sobre 5-metiltetraidrofolato encontrados no estudo 

são inéditos e de extrema relevância para diretrizes alimentares, ciência e tecnologia de 

alimentos, bem como para o consumo geral da população uma vez que a kombucha agora 

pode ser considerada fonte da vitamina. O estudo concluiu que o melhor tempo para 

consumir a kombucha e obter 5-metiltetraidrofolato e os bioativos encontrados, é consumir 

o líquido entre os dias de fermentação 7 a 14 e sem adição de outros ingredientes 

possivelmente oxidantes ou redutores. 

 

Palavras-chave: SCOBY, Chá, Folatos, HPLC, Valor Nutricional, Antioxidante. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Kombucha é uma bebida à base de chá das folhas de Camellia sinensis fermentada 

por bactérias acéticas e leveduras. Esta fermentação usa comumente o chá verde ou preto 

como meio, açúcar como fonte de energia e tem como produto e subprodutos da 

fermentação a energia, álcool, ácido acético, compostos nutricionais e bioativos (LIU et al., 

2020). 

 O chá de Camellia sinensis, possui benefícios para a saúde humana, como sua 

reconhecida ação antioxidante (CARDOSO et al., 2020). Porém a inserção dos 

microrganismos encontrados na kombucha permitem que novas propriedades, probióticas e 

de consumo de metabólitos secundários benéficos, sejam agregadas ao produto. Os 

microrganismos probióticos encontrados em alguns produtos fermentados, ao serem 

ingeridos, se desenvolvem no trato intestinal se tornando parte da microbiota local. Desta 

forma, fortalecem o sistema imunológico e auxiliam em diversos processos fisiológicos 

(AL-RAWAF et al., 2020).  

Além do benefício de possuir microrganismos probióticos, a kombucha possui 

compostos fenólicos com potencial antioxidante já presentes no chá, além de outros 

compostos bioativos sintetizados pelos microrganismos como alguns ácidos orgânicos, 

flavonoides e carotenoides que têm potenciais anti-inflamatórios, e micronutrientes (KAPP 

et al., 2019; CARDOSO et al., 2020; LI et al., 2020
2
; LIU et al., 2020). 

 Com a popularização do consumo de kombucha nas últimas décadas do século XX, 

muitos cultivos domésticos passaram a ser realizados, porém nem sempre elaborados em 

condições controladas e adequadas para uma boa produção. Essas fermentações artesanais 

resultam em produtos com teores diferentes de álcool, ácido acético, dióxido de carbono e 

outros componentes. Além de ter impacto nas características sensoriais do produto final, as 

diferentes formas de cultivo, por vezes, permite que as bebidas possam ser contaminadas, 

levando um risco para a saúde das pessoas que a consomem. No início do século XXI, a 

indústria alimentícia já obteve sucesso em padronizar a kombucha a fim de entregar ao 

consumidor um produto confiável que possua teores conhecidos de substâncias benéficas e 

ainda mantenha os microrganismos probióticos (TROITINO, 2017; MAPA, 2019). 

 Ainda que a produção atual esteja dividida entre a artesanal e a padronizada pela 

indústria, ainda não há legislações vigentes acerca da caracterização da kombucha em 

todos os países. No Brasil, por exemplo, a primeira instrução normativa (IN) que trata 
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especificamente do controle de qualidade da kombucha foi publicada em setembro de 

2019, mas a mesma ainda não traz menção da caracterização microbiológica da bebida, do 

tempo adequado para fermentação ou até mesmo das concentrações dos substratos 

utilizados na produção da bebida. Quanto aos parâmetros analíticos, a IN se restringe a 

definir faixas adequadas para pH, acidez volátil, pressão atmosférica a 20 °C e graduação 

alcoólica (MAPA, 2019). 

Levando em consideração a localização geográfica do Brasil, bem como toda a sua 

diversidade de clima, é razoável afirmar que a produção artesanal de kombucha no Norte 

do país não ocorre da mesma forma que a fermentação da kombucha no Sul. Além do 

clima, outros fatores como o tempo de fermentação não são considerados. Estudos como os 

de Villarreal-Soto e colaboradores mostram que o pico de síntese de compostos bioativos 

acontece entre os dias 7 e 10 de fermentação, porém é a partir da primeira semana de 

fermentação que o gosto azedo se torna mais perceptível, podendo causar rejeição aos 

consumidores, que irão preferir consumir a bebida antes da formação perceptível de ácido 

acético (FILIPPIS et al., 2018, VILLARREAL-SOTO et al., 2019). 

Outro aspecto pouco estudado é o teor de micronutrientes encontrados na bebida 

fermentada. Há estudos que relatam a presença de vitamina do complexo B em kombucha, 

porém há carência de informações sobre a síntese de micronutrientes realizada pelos 

microrganismos, em qual etapa acontece, com quais meios de cultura, entre outros (REVA 

et al., 2015; VITAS et al., 2018; KAPP et al., 2019; SHARMA & BHARDWAJ, 2019; 

XIA et al., 2019). 

 A kombucha chegou ao século XXI impulsionada pelo atual consumo consciente e 

alimentação saudável, porém ainda há muito a ser elucidado sobre a bebida e tudo que 

impacta o produto final. Neste contexto, o presente estudo buscou elaborar kombucha a 

partir de chá verde e avaliar o teor de 5-metiltetraidrofolato e atividade antioxidantes 

durante a vida de prateleira (dias 1, 3, 7, 14 e 21). 

   

2.  PROBLEMA DE PESQUISA E HIPÓTESE 

Há escassez de pesquisas que avaliem a composição de folatos, bem como o 

potencial antioxidante e a composição centesimal de kombucha produzida no Nordeste 

brasileiro de forma artesanal ao longo do processo de fermentação. Será que o líquido e o 
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disco de celulose da kombucha têm folatos? E ainda, a composição centesimal e possível 

potencial antioxidante da kombucha é interessante para o consumo humano? 

 

Hipótese: O líquido e o disco de celulose da kombucha produzida a partir de 

chá verde possuem elevado valor nutritivo, atividade antioxidante e 

disponibilidade de 5-metil-terahidrofolato. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Kombucha 

3.1.1 Bebida 

Kombucha é o termo utilizado para definir a cultura da bebida probiótica cultivada 

em chá fermentado. O chá das folhas de Camellia sinensis é uma das bebidas não-

alcóolicas mais consumidas do mundo e que, devido aos seus compostos bioativos, 

possuem diversos benefícios à saúde (BASU et al., 2013; CABRAL et al., 2017; SUN et 

al., 2020). Por sua vez, o consumo do líquido de kombucha, chá de Camellia sinensis 

fermentado, oferece propriedades benéficas ao homem devido a teores significativos de 

compostos nutricionais e bioativos já presentes no chá, aliados à presença de 

microrganismos benéficos à microbiota intestinal do corpo humano e seus produtos 

metabólicos (PANGHAL et al., 2018; KAPP et al., 2019; VILLARREAL-SOTO et al., 

2019; YAN et al., 2020). 

A depender do processo tecnológico aplicado na produção do chá, podem ser 

obtidos tipos diferentes de chás, sendo três tipos os mais consumidos: chá verde, chá 

Oolong e chá preto. O chá verde se caracteriza pela secagem das partes da planta, seguida 

pela vaporização que inativa a polifenoloxidase, diminuindo a oxidação do produto. O chá 

Oolong, é fermentado parcialmente, seguido pela secagem. Enquanto o chá preto sofre 

fermentação completa antes da secagem para utilização (ZENG et al., 2017; LIU et al., 

2020). 

Para obtenção do chá, são utilizados folhas, flores e botões da planta Camellia 

sinensis. As partes das plantas são secas e então utilizadas. Apesar de todos os tipos serem 

utilizados na produção de kombucha, cada tipo de chá produzido possui um sabor 
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característico e o seu teor de compostos bioativos pode variar um pouco de acordo com o 

processamento tecnológico (CARDOSO et al., 2020; LIU et al., 2020). 

A coloração da kombucha, caramelo claro até o âmbar mais acentuado, varia de 

acordo com o chá utilizado (verde, Oolong ou preto), porém o açúcar e outros fatores da 

produção também influenciam as características sensoriais da bebida. Outro ponto em 

consideração é que durante a fermentação, alguns microrganismos produzem uma película 

de celulose em forma de disco, chamada em inglês de “SCOBY” (cultura simbiótica de 

bactérias e leveduras), que flutua no líquido e pode ser reutilizada para produzir mais 

kombucha a partir de um novo meio de cultura (SHARMA et al., 2019; AHMED et al., 

2020). 

Figura 1: Fermentação de kombucha. Líquido e disco de celulose (SCOBY). 

 

Fonte: Autora própria. 

A bebida fermentada possui gosto ácido como o mais marcante e o doce ainda 

presente, porém este diminui à medida que é deixada para fermentar por mais tempo, assim 

levando os microrganismos a consumirem mais do carboidrato adicionado ao meio de 

cultura (sacarose). Neste processo fermentativo que dura no mínimo uma semana, os 
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microrganismos produzem álcool, ácidos orgânicos e gás. Como produto final, é obtida 

uma bebida de cor caramelada, translúcida, ácida, gaseificada e com aroma de produto 

fermentado. Essas dão as características básicas para o sabor da bebida funcional após a 

primeira fermentação. Devido à marcante presença do gosto ácido, as pessoas costumam 

fazer ainda uma segunda fermentação da kombucha, onde o líquido é inserido em um novo 

meio de cultura com sabor (ex: suco de frutas). Após a segunda fermentação, é obtida uma 

bebida fermentada com sabor mais aceito para o paladar comum (PIRES et al., 2014; 

ZENG et al., 2017; VITAS et al., 2018; ZUBAIDAH et al., 2018). 

A origem da kombucha é desconhecida e relatos mostram que o seu consumo já era 

realizado em diferentes países orientais, porém com nomes diferentes do atual. Apesar 

disso, a sua origem mais aceita é datada de 220 a.c. no nordeste da China, na região de 

Manchúria, onde a mesma era muito apreciada pelas suas, até então acreditadas, 

propriedades desintoxicantes e energizantes (STANDAGE, 2005; TROITINO, 2017; 

KAPP et al., 2019).  

Atualmente já possível encontrar bebida de kombucha de diversas marcas nos 

grandes mercados de cidades urbanas, e em mercados “naturais” como os empórios 

cerealistas. Estas, por sua vez, já buscam seguir as leis que definem a rotulagem e conteúdo 

dos produtos, bem como padronização operacional para obtenção de produtos similares 

(CHAKRAVORTY et al., 2016; PANGHAL et al., 2018; MAPA, 2019; SHARMA & 

BHARDWAJ, 2019). 

3.1.2 Cultivo da kombucha 

Para obtenção de um novo chá de kombucha, é necessário ter SCOBY (inteiro ou 

parte) ou o líquido de outra fermentação, chá (Camellia sinensis) e sacarose. A 

metodologia é similar a de outros produtos fermentados, onde há os microrganismos, o 

meio de cultura e a fonte de energia. Os fatores ambientais interferem na fermentação do 

produto e, com isso, as proporções podem variar, mas o padrão é seguir com 1 L de chá, 50 

– 100 g de sacarose e, após resfriado à temperatura ambiente, adicionado do SCOBY com 

200 mL do líquido. A adição deste líquido ácido que já contem microrganismos tem 

finalidade de inibir o crescimento de microrganismos indesejáveis. Se o disco de celulose 
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não for adicionado, os microrganismos farão um novo biofilme neste meio de cultura 

(CABRAL et al., 2017; MAPELLI-BRAHM et al., 2020). 

O recipiente utilizado para o cultivo dos microrganismos é mantido em temperatura 

ambiente (20 – 30 °C), com ausência de luz e coberto por um filtro que previna a 

contaminação por agentes externos, mas que permita a troca de gases. Esta troca de gases 

permite que os microrganismos sintetizem um novo disco de celulose. Há dois estágios de 

fermentação, alcóolica e acética. Na fermentação alcóolica, as leveduras oxidam a glicose 

presente no meio e têm como produto o etanol. Esta é seguida pela fermentação acética, 

onde as bactérias acéticas fazem uso do etanol para produzir ácido acético. Nos primeiros 

dias da fermentação, há uma estabilidade na acidez, porém a mesma é modificada a partir 

do terceiro dia, que depois volta à estabilidade. As leveduras produzem dióxido de carbono 

que é dissociado na água, produzindo o ânion anfiprótico hidrocarboneto (HCO3
-
). Este 

interage com o H+ liberado pelos ácidos orgânicos. Esta reação permite a formação de 

ácidos orgânicos sem a diminuição de pH. À proporção que a fermentação continua, a 

atividade das bactérias acéticas se torna mais presente e, por consequência, a oxidação do 

álcool etílico, dando espaço para uma maior formação de ácido acético. (PIRES et al., 

2014; WALKER & STEWART, 2016; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; MAPELLI-

BRAHM et al., 2020). 

Em estudos prévios foi percebido que o pico de síntese de compostos bioativos é 

atingido em 10 dias de fermentação. Não sendo mais necessário continuar com a 

fermentação após esse período. A continuação do processo fermentativo em condições 

favoráveis causa o aumento de acidez da bebida a tal ponto que a torna “avinagrada” e 

intragável. O processo é interrompido por refrigeração para não haver perda dos 

microrganismos e este diminui drasticamente a atividade dos microrganismos sem eliminá-

los. Assim, a bebida final contém os compostos nutricionais e bioativos sintetizados, mas 

possui também os microrganismos que desempenham suas funções benéficas ao corpo 

humano (VITAS et al., 2018; MAPELLI-BRAHM et al., 2020). 

Evidências mostraram que fatores como diferença de clima das regiões, proporções 

e tipos de ingredientes utilizados no meio de cultura, exposição do chá à luz e oxigênio 

interferem na fermentação e, por consequência, na produção de compostos bioativos, 
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compostos nutricionais, biofilme e gás. (REVA et al., 2015; FILLIPS, et al., 2018; 

VILLARREAL-SOTO et al., 2019; AHMED et al., 2020). 

As características da bebida vêm sendo modificadas desde o início da fermentação 

até o momento em que o processo é interrompido. A partir dos primeiros 3 – 4 dias a 

formação do biofilme transparente, uma nova membrana (cultura “filha”), na superfície do 

líquido é visível. Isto é explicado pela presença das substâncias no meio. A presença de 

etanol e de ácidos orgânicos favorece a produção do biofilme. O acetato é formado pela 

oxidação do etanol e é depois metabolizado em ácido tricarboxílico para gerar ATP para 

utilização dos microrganismos no crescimento celular e na formação de celulose. Neste 

momento já é perceptível acidificação, produção de etanol, de compostos aromáticos 

particulares de produtos fermentados e produção de gás (SHARMA & BHARDWAJ, 

2019).  

Ao longo dos dias de fermentação, mais camadas de película de SCOBY são 

formadas até que seja perceptível um disco que cobre todo o diâmetro da superfície do 

recipiente. Estudos mostram que o pico da formação dos compostos nutricionais e 

bioativos é encontrado no décimo dia de fermentação. A partir deste dia é feita a escolha 

de continuar a fermentação, tornando o produto cada vez mais acético, interromper a 

fermentação e consumir a bebida ou fazer uma segunda fermentação com um novo meio 

saborizante utilizando o líquido da kombucha ou o SCOBY, que possui os microrganismos 

aprisionados (FILLIPS et al., 2018; SHARMA & BHARDWAJ, 2019). 

3.2 Métodos de Fermentação  

O processo fermentativo se dá pela utilização de um substrato, por microrganismos, 

para obtenção de energia para o seu desenvolvimento. A glicose, monossacarídeo 

produzido principalmente nas plantas através do processo de fotossíntese, é a substância 

principal utilizada no processo de fermentação. Esta substância é utilizada pelo organismo 

dos seres vivos, através do processo de respiração celular, e fermentação onde ela passa 

pelo processo de glicólise. Com o auxílio de fosfatos e coenzimas atuando na molécula de 

glicose, este fragmenta o carboidrato em duas moléculas de ácido pirúvico e 

consequentemente energia (CHEN et al., 2020). Neste processo há produção de substâncias 

como etanol, ácido acético, gás, água, compostos bioativos, compostos aromáticos, entre 
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outros. Há dois processos na produção de energia utilizada pelos microrganismos em 

diversos processos metabólicos. A primeira é a respiração celular, seguida pela 

fermentação (DASHKO et al., 2014; AZHAR et al., 2017; VILLARREAL-SOTO et al., 

2019; HIKMETOGLU et al., 2020; MAPELLI-BRAHM et al., 2020). 

Na respiração celular, processo aeróbio que acontece no hialoplasma e mitocôndria, 

a glicose (C6H12O6) disponível no meio de cultura é degradada de forma completa. As 

ligações de carbono do carboidrato são quebradas através de glicólise e a alguns dos 

átomos são utilizados para produção de energia utilizável pelo microrganismo, adenosina 

trifosfato (ATP) (PEREIRA et al., 2015; RAMOZ-MARTINEZ, 2017; ROWLEY IV et al., 

2017; BAE et al., 2019). 

A fermentação que acontece no hialoplasma dos organismos, não realiza a oxidação 

completa do carboidrato. A primeira quebra da molécula de glicose tem como moléculas 

menores o piruvato (C3H4O3). Estas, por sua vez, sem a presença do oxigênio, sofrem 

transformações tendo como resultado outras substâncias como ácido acético, ácido lático, 

entre outros produtos. Dividida em três tipos, lática, alcoólica e acética, a diferenciação das 

fermentações é feita basicamente pelos produtos finais obtidos, ácido lático (C3H6O3), 

etanol ou álcool etílico (C2H6O) ou ácido acético (CH3COOH) (WALKER & STEWART, 

2016; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; HIKMETOGLU et al., 2020). 

A fermentação alcoólica é o processo bioquímico realizado por leveduras (fungos) 

que utilizam o carboidrato encontrado no meio para sua multiplicação, e tem como produto 

ATP, álcool etílico e CO2. Para cada molécula de glicose, além do etanol, 2 ATP são 

produzidos (DASHKO et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; VASSILEV et al., 2015). 

A fermentação acética é normalmente seguida pela fermentação alcoólica. Ao 

contrário das leveduras que utilizam o carboidrato para produzir ATP, etanol e gás, as 

acetobactérias são microrganismos que vão utilizar o etanol presente no meio 

(normalmente produzido pelas leveduras) e, a partir dele, produzir ácido acético. Bem 

como na fermentação lática e alcoólica, a fermentação acética tem como resultado 2 ATP 

(HO et al., 2018; LI et al., 2019; LI et al., 2020). 

 Além da formação de etanol, água, gás, ácido acético e outros compostos comuns à 

fermentação, há também a síntese de compostos nutricionais e bioativos. O perfil químico 
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encontrado na kombucha, bebida probiótica, é majoritariamente composto por ácidos 

orgânicos como o ácido acético, ácido glucônico e ácido glucurônico e polifenóis. Ainda 

assim, estudos mais recentes analisaram a presença de compostos nutricionais como 

vitaminas do complexo B (JAYABALAN et al., 2014; VITAS et al., 2018; SHARMA & 

BHARDWAJ, 2019; VILLARREAL-SOTO et al., 2019; , XIA et al., 2019; KAPP et al., 

2020). 

3.2.1 Microrganismos na fermentação 

A colônia ou cultura simbiótica de leveduras e bactérias (Symbiotic Colony/Culture 

of Bacteria and Yeasts) chamada de SCOBY é composta por acetobactérias com 

predominância do gênero Gluconobacter e Komagataeibacter e muitas espécies de 

leveduras osmofílicas, sendo as principais Brettanomyces, Candida, Saccharomyces, 

Schizosaccharomyces, Pichia e Zygosaccharomyces (JAYABALAN et al., 2014; MARSH 

et al., 2014; FILLIPIS et al., 2018; ZHOU et al., 2019; AHMED et al., 2020).  

Leveduras são microrganismos unicelulares, eucariotas, comumente arredondados, 

ovais ou elípticos. Cerca de cinco vezes maior que as bactérias, elas têm o seu 

desenvolvimento influenciado pela presença de nutrientes no meio onde se encontram. 

Com parede celular, membrana citoplasmática, núcleo, ribossomas e mitocôndria, este 

microrganismo utiliza glicose encontrada no meio para a sua respiração celular e também 

aminoácidos para os processos fermentativos (MIGL et al., 2020). Além dos produtos 

comuns aos processos fermentativos dos microrganismos (ATP, álcool etílico, ácido 

acético e ácido lático) que podem variar a depender de fatores do meio de cultura 

(oxigênio, temperatura, estresse osmótico, concentração de carboidrato...), as leveduras 

também produzem compostos menos comuns, porém também importantes para o meio 

onde se encontra (fenóis, glicerol, ésteres, cetonas, compostos sulfurados e compostos 

nutricionais) (VILARREAL-SOTO et al., 2019). 

Dada a complexidade de resposta das diferentes espécies de leveduras expostas ao 

meio, com todos os fatores de variância (temperatura, pH, oxigênio disponível, incidência 

a luz, concentração de CO2, entre outros), bem como os substratos oferecidos, diferentes 

substâncias podem ser encontradas como subprodutos dos processos fermentativos e as 
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mesmas vêm sendo estudadas e analisadas nos mais diversos produtos fermentados (LEE 

et al., 2019; RAI et al., 2019). 

As bactérias, microrganismos procariotas, são formadas basicamente pela 

membrana plasmática, citoplasma e o seu próprio material genético sem separação do resto 

do citoplasma. A sua reprodução é assexuada e alimentação feita a partir da 

quimiossintetização, isto é, através de reações de oxidação de alguns compostos 

(carboidratos e compostos nitrogenado) para produção de energia e consequente 

multiplicação. Sendo aeróbicas, realizam a respiração celular, e quando anaeróbicas, 

fermentação. Como produto da fermentação há substâncias já bem estudadas como o ácido 

lático, o ácido acético e álcool etílico. Além das citadas, as bactérias ainda produzem 

compostos nutricionais, compostos bioativos e outros ácidos orgânicos de interesse da 

saúde do ser humano, gomas como dextrana, toxinas, entre outros (PAVLOVA et al., 

2019). 

Estudos recentes voltados para probióticos mostram que diferente da fermentação 

lática, as bactérias precisam de oxigênio atmosférico para realizar a fermentação acética e 

essa é uma das razões pelas quais há a formação do SCOBY na superfície do líquido 

fermentado (SHENOY et al., 2019). 

Sendo a Acetobacter xylinum (reclassificada como Gluconacetobacter xylinus) 

como a maior responsável pela produção de celulose na superfície do líquido. Quando 

predominante, a mesma transforma o ácido acético em CO2 e H2O, diminuindo assim o 

teor de ácido acético no meio. Isso interfere tanto na produção industrial de vinagres, 

quanto no pH do meio que tem influência sobre outros microrganismos, sendo o líquido da 

kombucha o mais influenciado devido ao maior número de microrganismos em 

comparação ao disco de celulose (ROOS & VUYST, 2018; SHARMA & BHARDWAJ, 

2019). 

Análises de MANOVA realizadas nos últimos três anos confirmam a influência da 

temperatura do meio de cultura no número de espécies do gênero Gluconobacter 

encontrado e, consequentemente, na produção de ácidos orgânicos e do biofilme 

produzido. O gênero Gluconobacter sempre é dominante independente da temperatura 

comumente encontrada no cultivo de kombucha, porém, à medida que a temperatura 
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aumenta, o meio pode levar outros gêneros de microrganismos para o líquido como 

Acinetobacter, Lactobacillus e Streptococcus (REVA et al., 2015; FILIPPIS et al., 2018). 

3.3 Alegações de Saúde 

As alegações de saúde da kombucha passam pela origem do chá. Desde o seu 

descobrimento até os dias atuais, o chá ainda é tratado como bebida saudável e, a partir do 

conhecimento da preparação do chá de Camellia sinensis, as pessoas passaram a fazer 

infusões com outras plantas. Essas, por sua vez, também trazendo seus benefícios para o 

ser humano (AL-RAWAF et al., 2020; LI et al., 2020, LIU et al., 2020). 

Tratando-se do intestino, sua microbiota é considerada saudável quando os 

microrganismos nela empregam seu papel favorecendo o bem-estar do ser humano e 

impedindo a atuação de microrganismos patogênicos, evitando infecções. Fortalecer essa 

microbiota é um trabalho que pode ser realizado através do consumo de alimentos com 

inulina, frutooligossacarídeos, amido resistente, pectina ou até mesmo do consumo direto, 

porém adequado e equilibrado, dos microrganismos vivos através de produtos fermentados 

(KAPP et al., 2019; AHMED et al., 2020; DELZENE et al., 2020, LI et al., 2020). 

 Bebidas fermentadas são opções acessíveis para o consumo de probióticos, sendo 

os leites fermentados os mais encontrados nos mercados. Contudo, o perfil de doenças 

alimentares, em especial as intolerâncias, podem limitar o consumo de probióticos 

fermentados a partir de leite de mamíferos. Além do teor de colesterol encontrado no leite, 

que pode ser um fator determinante para algumas pessoas, vale mencionar a presença de 

proteína do leite que afeta alérgicos e a lactose que afeta intolerantes. Com mais de 70% da 

população mundial sofrendo de intolerância à lactose, desde desconfortos e gases até 

respostas mais graves como diarreia, a ingestão de produtos sem leite sendo priorizada e 

estudada. Fatores que também influenciam o aumento de produtos fermentados livres de 

lactose incluem o aumento no número de vegetarianos no mundo (WATAWANA et al., 

2016; PANGHAL et al., 2018; ZUBAIDAHet al., 2019). 

Algumas empresas produzem probióticos a partir de material vegetal como sucos 

probióticos de vegetais que não frutas, sucos de frutas probióticos, probiótico com folhas 

como Moringa, kefir de água, kombucha, entre outros. Dentre eles, um que tem ganhado 

destaque ao longo dos anos pelo seu fácil cultivo doméstico é o chá verde utilizado na 
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produção da kombucha (WATAWANA et al., 2016; ZUBAIDAH et al., 2019; AHMED et 

al., 2020). 

Estudos recentes mostram que o consumo regular de chá traz benefícios para o ser 

humano devido ao teor de compostos fenólicos, que atuam no corpo humano com 

capacidade de sequestrar radicais livres de oxigênio, agir como quelante, antioxidante, 

anti-hipertensivo, anti-inflamatório, antitumoral, e melhorando o sistema imunológico, 

entre outros (CARDOSO et al., 2020; LI et al., 2020; YAN et al., 2020). 

O consumo de kombucha de chá também se provou mais benéfico que quando 

adicionado a outros substratos. Em 2020, Ahmed e colaboradores avaliaram e 

comprovaram a atividade antioxidante de diferentes tipos de kombucha utilizando 

Camellia sinensis, arroz e cevada. No estudo foi verificada uma eficiência de 

desenvolvimento de microrganismos e síntese de etanol e ácido acético superior à da 

fermentação fazendo uso de arroz ou cevada. Além do comparativo, o estudo também 

avaliou a perda de atividade antioxidante nas kombuchas após tratamento térmico, sendo 

confirmada a sua diminuição. 

Além da atividade antioxidante, anti-hipertensiva e outras citadas, os compostos 

nutricionais e bioativos na kombucha também auxiliam no tratamento direto de doenças 

em animais. Em 2016, Hyun e colaboradores avaliaram a atividade de proteção hepática 

em ratos submetidos à dietas que induziam a esteatose hepática e foi confirmado que, 

quando os ratos faziam uso de chá de kombucha na dieta, os mesmos tiveram uma 

supressão de lipídios no fígado, prevenindo não somente o acúmulo excessivo de lipídios 

no fígado, mas promovendo a restauração do órgão. 

3.4 Principais metabólitos e bioativos reconhecidamente disponíveis  

Além dos micro e macronutrientes encontrados nos alimentos, há substâncias, 

conhecidas como compostos bioativos, que possuem atividade biológica no corpo. O grupo 

desses compostos se divide em três categorias: nutracêuticos, antinutrientes e tóxicos, com 

benefícios e/ou malefícios. Por conseguinte, alimentos que, além dos nutrientes 

necessários, fornecem essas substâncias nutracêuticas, são chamados de alimentos 

funcionais (CVETANOVIC et al., 2017; AHMED et al., 2020; LIU et al., 2020). 

Substâncias nutracêuticas com efeitos fisiológicos benéficos ao ser humano podem ser 
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inerentes ao alimento ou serem sintetizadas por microrganismos, como subprodutos, 

através da fermentação (FILIPPIS et al., 2018). 

 Alguns destes subprodutos presentes na kombucha comprovada são ácidos graxos 

de cadeia curta (como ácido glucônico, glucurônico e acético), compostos nutricionais e 

compostos bioativos (CARDOSO et al., 2020). Estes dois fatores, a presença de 

microrganismos e de substâncias benéficas ao corpo, auxiliam no bom funcionamento do 

trato intestinal do ser humano, e da sua microbiota própria, atuando em doenças 

inflamatórias locais, bem como através de efeitos sistêmicos aumentando a taxa de 

absorção de nutriente, sintetizando nutrientes biodisponíveis, combatendo a anemia, 

regulando do sistema imunológico, entre outros (SHARMA & BHARDWAJ, 2019; ZHOU 

et al., 2019; SUN et al., 2020; YAN et al., 2020). 

3.4.1Antioxidantes 

Antioxidantes são substâncias que atuam na taxa de oxidação de substâncias no 

organismo, prevenindo a formação de radicais livres, os quais contribuem com a perda da 

qualidade e saúde dos organismos, a exemplo do aparecimento de tumores em humanos 

(CARDOSO et al., 2020). Já nos alimentos, a ação dos antioxidantes previne a oxidação 

das substâncias que poderia comprometer as características sensoriais do produto e 

composição nutricional, bem como produzir substâncias nocivas ao ser humano (HOQUE 

et al., 2020; ALWAZEER, 2020).   

Há estudos avaliando o potencial antioxidante de kombuchas de chá verde e preto, 

bem como a separação e identificação das substâncias com atividade antioxidante nas 

bebidas (CARDOSO et al., 2020; MHATRE, et al., 2020; YAN et al., 2020). Os achados 

dos últimos anos focam em compostos bioativos, porém, de modo geral, além do tipo de 

substrato e insumo, considera-se que a mudança de ambiente seja um dos fatores que 

determinam as alterações na fermentação e, consequentemente, no perfil microbiológico,e 

composição de nutrientes e compostos bioativos. Em razão disso, há a necessidade de 

estudar produtos alimentícios fermentados que são produzidos em locais com condições 

geográficas diferentes (PLESSAS et al., 2016; CARDOSO et al., 2020). 

 Os carotenoides são pigmentos naturais encontrados comumente em plantas e que 

atuam no corpo humano como precursores da vitamina A. Por sua vez, esta vitamina 
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lipossolúvel faz parte do desenvolvimento do corpo do ser humano, compõe parte das 

células epiteliais e auxilia na saúde da visão. Ocorre que, a disponibilidade de carotenoides 

no mundo é regional e até sazonal. Ainda assim, estudos já mostraram a capacidade das 

leveduras de produzir carotenoides a partir de material vegetal como trigo ou subprodutos 

agroindustriais, todos com potenciais antioxidantes. Analisar bebidas fermentadas com 

leveduras probióticas para verificar e confirmar a presença de substâncias como os 

carotenoides poderá oferecer suporte para a caracterização da bebida como funcional. 

(CIPOLATTI et al., 2019, LIU et al., 2020²). 

3.4.2 Folatos 

Folato é um termo utilizado para nomear um grupo de substâncias que se 

assemelham quimicamente e nutricionalmente ao ácido fólico (pteroil-L-glutâmico). A 

parte do ácido fólico, os outros constituintes deste grupo são genericamente chamados de 

folatos (JUZENIENE et al., 2013). 
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Figura 2: Estrutura do tetraidrofolato poliglutamil e suas formas em função do radical. 

 

 

 

 

 

  

Apesar do maior numero de citações do termo “ácido fólico” para descrever a 

vitamina B9, na natureza, essa substância é somente encontrada em quantidades traço, mas 

sinteticamente produzida para utilização em fortificação de alimentos pela sua maior 

estabilidade se comparada aos outros folatos como os tetraidrofolatos (H4folatos). Apesar 

desta obrigatoriedade por lei de inserção de ácido fólico em produtos alimentícios (farinhas 

de trigo, milho, massas e outros), o maior consumo de folatos ainda é pela ingestão na sua 

forma de poliglutamil.  

De forma geral, os folatos apresentam atividade vitamínica e normalmente atuam 

em reações de transferência, oxidação e redução. A vitamina B9 atua também na síntese de 

Fonte: Autoria própria. 
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metionina partir da homocisteína, no metabolismo de aminoácidos e constituição de 

proteínas, na síntese dos ácidos nucléicos sendo importante para o funcionamento do 

sistema nervoso (BAUDIN, 2019; EDELMANN et al., 2019; BELARDO et al., 2019).  

 Apesar de atuar em reações de oxidação e redução, os folatos podem sofrer 

clivagem por oxidantes e redutores, transformando-os em substâncias sem potencial 

vitamínico.Quanto à susceptibilidade desse grupo de substâncias a se degradar, também é 

importante mencionar o pH do meio no qual elas se encontram. A forma mais comum de 

folato encontrado nos alimentos é o 5-metiltetraidrofolato e, em meio ácido, este pode ser 

convertido em 5-metildiidrofolato. Este segundo folato ainda possui atividade vitamínica, 

podendo ainda ser reduzido de volta para 5-metiltetraidrofolato através de redutores fracos. 

Porém, permanecendo em meio ácido, o 5-metildiidrofolato pode sofrer clivagem e perder 

o seu potencial vitamínico. Sendo assim, bem como alguns bioativos, os compostos folatos 

podem apresentar uma pequena diferença de estabilidade em função do pH (JUZENIENE 

et al., 2013; GAZZALI et al., 2016; VITAS et al., 2018). 

Muito embora todas as substâncias do grupo dos folatos sejam susceptíveis à 

degradação oxidativa, pelo fato do anel pteridina do ácido fólico se encontrar totalmente 

oxidado, em relação aos tetraidrofolatos e diidrofolatos, este se encontram mais estáveis a 

estas mudanças (GAZZALI et al., 2016). Ainda assim, a luz, presença de ascorbato no 

meio, a presença de compostos como hipoclorito, usado na higienização de alimentos, 

temperatura e cocção em meio aquoso podem ter grande interferência na absorção da 

vitamina pelas perdas causadas por oxidação ou lixiviação (LEŠKOVÁ et al., 2006; 

JUZENIENE et al., 2013; WATANABE et al., 2013; MELLIDOU et al., 2019). 

 Sobretudo, a absorção de folatos é dada não somente pela ingestão de alimentos 

fortificados pela vitamina, mas por alimentos tidos como fonte desta substância como 

carnes, legumes e folhas verdes. Por outro lado, a ingestão de alimentos pobres deste 

nutriente, o processamento que promova a perda da vitamina ou até mesmo a 

biodisponibilidade incompleta de formas naturais da substância (cerca de 50% da forma 

natural é biodisponível) pode causar carência vitamínica no ser humano. O seu mal 

armazenamento, com exposição à luz também leva a degradação da vitamina B9 pelo seu 

caráter fotossensível. Outra forma de diminuição do teor dessa vitamina no alimento é 

quando o alimento é feito em meio aquoso, promovendo a perda ou diminuição da 
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substância de caráter hidrossolúvel (SHERGILL-BONNER, 2017; TOIVONEN et al., 

2018). 

É de grande importância a determinação verdadeira dos micronutrientes nos 

alimentos, sobretudo as vitaminas hidrossolúveis, não somente pelos seus benefícios ao ser 

humano, mas para melhor entender a sua biodisponibilidade real levando em consideração 

antinutrientes, formas de preparo dos alimentos e outros fatores que impactam na absorção 

e degradação, assim buscando a melhor maneira de consumi-los (CUNHA-SANTOS et al., 

2019). 

3.5 Análises em kombucha  

3.5.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

As técnicas para análise de alimentos nos últimos 10 anos tem se apropriado da 

eficiência dos equipamentos e detectores para oferecer maior sensibilidade e precisão, 

permitindo uma melhor separação e identificação das substâncias, e assim obtendo 

resultados mais confiáveis.  Alguns destes métodos são os cromatográficos como o de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC) e cromatografia gasosa (CG ou 

GC). Estes reproduzem metodologias mais confiáveis acerca da separação e identificação 

real das substâncias analisadas (CUNHA-SANTOS et al., 2019). 

Devido à existência de isômeros das vitaminas (que podem não ter atividade 

biológica) e à sensibilidade das próprias vitaminas expostas ao meio e após o preparo dos 

alimentos, faz-se necessária à utilização de métodos analíticos que distingam as 

substâncias com mais sensibilidade, analisando o conteúdo real de vitaminas em nível de 

isômero (PENG et al., 2015; BOONPANGRAK et al., 2016; CUNHA-SANTOS et al., 

2019; MARSHALL et al., 2020). 

Nesta ótica, tem-se a vitamina B9 como exemplo de grupo de substâncias que, 

apesar de semelhantes na atividade biológica, possuem sensibilidade à temperatura que 

varia de uma substância para a outra. A forma sintética, conhecida como ácido fólico, é 

comumente adicionada aos alimentos pela sua maior resistência às temperaturas mais altas 

e à luz quando comparada às suas formas encontradas naturalmente nas plantas (ex: 5-

metiltetrahidrofolato). Porém, quando a vitamina B9 é analisada em material vegetal é 
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perceptível que há perdas quando o mesmo é submetido a tratamentos térmicos (DIAS et 

al., 2016; PINELA et al., 2019; AZEVEDO et al., 2020). 

Além de analisar fatores de degradação, novas pesquisas de análises 

cromatográficas vêm tomando foco nos substratos utilizados a fim de potencializar a 

produção de compostos nutricionais e bioativos em produtos fermentados. Em 2017, Laiño 

et al. verificaram que a utilização de leite fermentado por bactérias ácido láticas do gênero 

Lactobacillus e Streptococcus melhorou o teor de folatos na bebida fermentada, permitindo 

não só a reversão de quadro de deficiência de folato em ratos, mas também prevenindo o 

aparecimento da mesma. 

A utilização de alguns substratos em bebidas lácteas já é conhecida, porém, há 

alguns anos, alternativas de origem vegetal também vêm sendo estudadas para a produção 

de folatos a partir de bactérias ácido láticas. Em um estudo realizado em 2015, Espírito-

Santo e colaboradores, utilizaram sucos de maçã, uva e laranja como substrato de 

fermentação de Lactobacillus e verificaram que o suco de maçã proporcionou um melhor 

desenvolvimento dos microrganismos, permitiu a produção de folatos e foi melhor aceito 

pela maioria dos provadores na análise sensorial. Análises específicas como estas são 

importantes para entender melhor os alimentos. 

3.5.2 Composição físico-química  

Produtos alimentícios normalmente possuem matrizes complexas com estruturas 

químicas variadas que podem dificultar as análises de substâncias. As análises 

bromatológicas servem para garantir a segurança alimentar, proteção contra fraudes, 

processamentos dos alimentos e conhecimento acerca dos mesmos (ULBERTH, F., 2020). 

Partindo da premissa ancorada na hipótese de que o fermentado de kombucha (tanto 

o líquido quanto o disco de celulose) é um produto alimentício que vem ganhando 

popularidade nestes últimos anos, muito interesse tem se voltado para estudos a cerca 

destes probióticos. O entendimento sobre o teor de micronutrientes e perfil microbiológico 

(para confirmar a atividade probiótica na kombucha) são igualmente importantes à 

compreensão do teor de macronutrientes da kombucha (MAPA, 2019). 

Estes dados podem nortear o valor nutritivo real da kombucha, auxiliando 

profissionais da área de Nutrição a trabalharem com os valores calóricos com mais 
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exatidão, os pesquisadores da área de alimentos que trabalham com a kombucha na sua 

forma natural e também o fortalecimento da padronização das características da bebida 

através de leis e instruções normativas (DAY, 2013; VITAS, 2018; MAPA, 2019; 

ISPIROVA et al., 2020). 

Análises físico-químicas também permitem que pesquisadores criem novos 

produtos, potencializando os seus benefícios. Em 2015, Albuquerque et al. utilizaram 

subproduto industrial de maracujá e frutooligossacarídeos para estimular a produção de 

folatos e verificar o desenvolvimento de microrganismos em bebida de soja fermentada. O 

estudo confirmou que houve aumento do teor de folatos na bebida que dependeu não só 

dos microrganismos, mas também do tipo de substrato utilizado. 

A kombucha é uma bebida promissora que vem sendo estudada cada vez mais. 

Entender a sua composição de forma mais detalhada permite que as pessoas não só 

trabalhem com a bebida da melhor forma para potencializar os seus benefícios, mas que 

novos produtos sejam elaborados. 
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RESUMO 

Kombucha é uma bebida probiótica à base de chá das folhas de Camellia sinensis, 

promissora e com crescente consumo mundial. No entanto, conhecimento acerca da sua 

composição ainda é limitado, em especial quanto aos micronutrientes. Diante do exposto, o 

presente estudo avaliou a disponibilidade de 5-metil-tetrahidrofolato e potencial 

antioxidante, compostos fenólicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais e a 

composição físico-química de kombucha de chá verde (Camellia sinensis) durante 21 dias 

de fermentação. Para as análises a kombucha foi monitorada nos dias 1, 3, 7, 14 e 21. 5-

metil-tetraidrofolato foi identificado e quantificado em cromatógrafo HPLC-DAD. 

Carotenoides totais, flavonoides totais, fenólicos totais e atividade antioxidante total 

(ABTS) foram avaliadas utilizando método colorimétrico em espectofotêmetro. Para 

caracterização físico-química foi avaliado umidade, cinzas, lipídios, pH, Aw, sólidos 

solúveis, acidez titulável e açúcares totais A kombucha apresentou teores de 5-

metiltetraidrofolato de 39,12 ± 1,32 µg/ mL no líquido e 45,78 ± 8,42 µg/ mL no disco de 

celulose no terceiro dia de fermentação e 50,87 ± 3,56 µg/ mL no líquido e 54,88 ± 3,89 

µg/ mL no disco no vigésimo primeiro dia de fermentação. Teores de compostos fenólicos 

totais na faixa de 1,05 ± 0 mg EAG/ mL (dia 1) até 1,94 ± 0,01 mg EAG/ mL (dia 21) 

foram encontrados na kombucha, com aumento de acordo com a prolongação da 

fermentação até o dia 21. O disco de celulose apresentou valores não significativos para 

fenólicos 0,09 ± 0 mg EAG/ mL. Flavonoides totais não apresentaram diferenças 

significativas ao longo da fermentação, mantendo-se em torno de 0,07± 0,00 mg EC/mL 

durante todo o processo fermentativo. Carotenoides totais presentes tiveram uma queda 

significativa com a progressão da fermentação de 53,80 ± 0,36 µg/100 mL no início para 

24,69 ± 0,70 µg/100 mL no final da fermentação. Os valores de umidade foram similares 

durante o processo fermentativo com média do líquido e SCOBY de 93,06% ± 0,57 e 

92,33 ± 0,59 respectivamente. A Aw para o líquido e SCOBY se manteve em 0,99 ± 0,00 e 

cinzas abaixo de 0,1% para o líquido e para o SCOBY sem diferenças significativas 

durante o processo de fermentação. Valores de sólidos solúveis para o líquido ficaram 

entre 6,5 – 7,5 e os lipídios apresentados tiveram uma média igual a 0,3% ± 0,12 e 0,6% ± 

0,19 para o líquido e SCOBY respectivamente, ambos sem variação ao longo da 

fermentação. No presente estudo, a acidez titulável aumentou com o decorrer da 

fermentação e os valores de pH caíram de 3,34 ± 0,01 no primeiro dia até 2,06 ± 0,10 no 
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último dia de fermentação. Os dados sobre 5-metiltetraidrofolato encontrados no estudo 

são inéditos e de extrema relevância para diretrizes alimentares, ciência e tecnologia de 

alimentos, bem como para o consumo geral da população uma vez que a kombucha agora 

pode ser considerada fonte da vitamina. O estudo concluiu que o melhor tempo para 

consumir a kombucha e obter 5-metiltetraidrofolato e os bioativos encontrados, é consumir 

o líquido entre os dias de fermentação 7 a 14 e sem adição de outros ingredientes 

possivelmente oxidantes ou redutores. 

 

Palavras-chave: Folatos, CLAE, Valor Nutritivo, Antioxidante. 

 

ABSTRACT 

Kombucha is a promising probiotic tea-based drink made from Camellia sinensis leaves, 

with an increasing worldwide consumption. However, knowledge about its composition is 

still scarce, especially when it comes to micronutrients. Given the above, the present study 

evaluated the antioxidant potential, availability of 5-methyltetrahydrofolate, total phenolic 

compounds, total flavonoids and total carotenoids and also the physicochemical 

composition of green tea kombucha (Camellia sinensis) during fermentation. Green tea 

kombucha was fermented for 21 days and analyzed on days 1, 3, 7, 14 and 21. The 

analyses of the water-soluble vitamin were performed in an HPLC-DAD chromatograph, 

total carotenoids, total flavonoids, total phenolics and total antioxidant activity (ABTS) 

were evaluated using a colorimetric method in a spectrophotometer. For physico-chemical 

characterization, moisture, ash, lipids, pH, Aw, soluble solids, titratable acidity and total 

sugars were evaluated. The kombucha had concentrations of 5-methyltetrahydrofolate of 

39.12 ± 1.32 µg / mL in the liquid and 45.78 ± 8.42 µg / mL in the SCOBY on the third 

day of fermentation and 50.87 ± 3.56 µg / mL in the liquid and 54.88 ± 3.89 µg / mL in the 

SCOBY on the twenty-first day of fermentation. Total phenolic compounds contents 

ranged from 1.05 ± 0 mg EAG / mL to 1.94 ± 0.01 mg EAG / mL in the kombucha liquid, 

increasing as the fermentation continued until day 21. However, the cellulose-disk showed 

non-significant values for total phenolic compounds, 0.09 ± 0 mg EAG / mL. Total 

flavonoids did not show significant differences during the fermentation, remaining around 

0.07 ± 0.00 mg EC / mL throughout the fermentation process. Total carotenoids had a 

significant decrease as the fermentation progressed, going from 53.80 ± 0.36 µg / 100 mL 

at the beginning to 24.69 ± 0.70 µg / 100 mL at the end of the fermentation. The humidity 

values were similar throughout the fermentation process with an average of 93.06% ± 0.57 

and 92.33 ± 0.59 for the liquid and SCOBY respectively. Aw for both liquid and SCOBY 

remained at 0.99 ± 0.00 and ash found was below 0.1% for both throughout the 

fermentation process. Values for total soluble solids for the liquid were between 6.5 - 7.5 

and the lipids found during the whole fermentation process did not vary significantly, with 
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an average equal to 0.3% ± 0.12 and 0.6% ± 0.19 for the liquid and SCOBY respectively. 

In the present study, the titratable acidity increased with the course of the fermentation and 

pH values dropped from 3.34 ± 0.01 on the first day, to 2.06 ± 0.10 on the last day of 

fermentation. The information on 5-methyltetrahydrofolate found in the study is 

unprecedented and highly relevant for food guidelines, food science and technology, as 

well as for the general consumption of the population as kombucha can now be considered 

a source of the vitamin. The study concluded that the best time to consume the kombucha 

liquid and obtain 5-methyltetrahydrofolate and the bioactive compounds found on the 

study, is between the days of fermentation 7 to 14 and without the addition of other 

possibly oxidizing or reducing ingredients. 

 

 

Keywords: Folates, HPLC, Nutritional Value, Antioxidant. 

 

1.  INTRODUÇÃO 

 Kombucha é uma bebida fermentada asiática que tem como base o chá verde ou 

preto (Camellia sinensis) onde a sua elaboração se dá pela fermentação realizada por 

leveduras e bactérias encontradas dispersas no líquido. Os microrganismos contidos na 

bebida utilizam carboidratos para o processo fermentativo, bem como para a produção de 

um biofilme de celulose chamado de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). 

Como consequência dos processos metabólicos, há também a produção de metabólicos 

secundários que possuem benefícios para o ser humano, como compostos fenólicos, 

flavonoides, e compostos nutricionais (TROITINO, 2017; LIU et al., 2020). 

 Nas últimas décadas do século XX, o consumo de kombucha tornou-se comum pela 

popularização dos possíveis benefícios da bebida fermentada. O chá (Camellia sinensis) já 

é conhecido por suas propriedades antioxidantes, no entanto a kombucha, fermentado do 

chá, é sem dúvidas um produto que pode ter potencial funcional (SHARMA & 

BHARDWAJ, 2019; AL-RAWAF et al., 2020; CARDOSO et al., 2020). 

 A atividade antioxidante da kombucha já vem sendo estudada há anos e estudos 

recentes confirmam a presença de substâncias bioativas com potencial antioxidante na 

bebida fermentada (AHMED et al., 2020). Além da atividade antioxidante um estudo de 

2016 comprovou a eficiência da kombucha frente a doenças cardiovasculares e com 

potencial protetor hepático em animais. Hyun e colaboradores (2016) avaliaram a atividade 
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da proteção hepática em ratos submetidos a dietas que induziram a esteatose hepática e foi 

confirmado que, fazendo uso de kombucha na dieta, os mesmos tiveram uma supressão de 

lipídios no fígado, prevenindo o acúmulo excessivo de lipídios no fígado. 

 A kombucha possui compostos nutricionais e bioativos benéficos para o ser 

humano, no entanto alguns fatores que podem alterar a composição do produto, muitas 

vezes não tem sido considerados nas análises, como localização geográfica, tipo de 

carboidrato usado na fermentação, tipo de insumo (chás diferentes) e dias e fermentação. 

Existem diferentes tipos de kombucha no mundo e estas seguem cultivo em climas 

diferentes, tendo composições de substâncias e caracterização microbiológica diferenciada 

(PLESSAS et al., 2016; ZENG et al., 2017; VITAS et al., 2018).  

O estudo da kombucha no Brasil é recente, mas sabe-se que existe diferença de 

composição físico-química, potencial antioxidante e análise de vitaminas durante o período 

de fermentação. Nesta perspectiva, o presente trabalho buscou analisar o teor de 5-

metiltetraidrofolato, teor de fenólicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais, a 

composição físico-química, e potencial antioxidante total da kombucha de chá verde 

durante o período de fermentação de 21 dias. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Materiais 

2.1.1 Amostras 

As amostras de kombucha analisadas no presente trabalho foram obtidas através do 

cultivo de forma artesanal do produto por consumidores locais. Este coletado para cultivo 

da nova kombucha em laboratório em condições controladas. 

2.1.2 Reagentes e padrão 

Foram utilizados metanol (Merck®, Brasil), fosfato de potássio monobásico e ácido 

fosfórico (Fluka®, Suíça), todos em grau de pureza superior a 99% ou grau 

cromatográfico. Acetato de amônio e acetona (Vetec®, Brasil), trolox, ácido gálico, ABTS 

e folin-ciocalteau (Sigma-Aldrich®, Alemanha), hidróxido de sódio, nitrito de sódio e 

persulfato de potássio (Neon®) todos em grau analítico.  
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O padrão utilizado foi o 5-metiltetrahidrofolato (Sigma-Aldrich®, EUA) em grau 

de pureza analítico (superior a 99%) para identificação e quantificação dos picos. 

A água utilizada no preparo de soluções e fase móvel foi obtida a partir de um 

sistema de ultra purificação que apresentou 18MΩ.cm em condutividade e Carbono 

Orgânico Total 10 ppb a 25°C. 

 

2.2 Métodos 

2.2.1 Preparo da kombucha para fermentação  

Para obtenção do chá para a fermentação da kombucha utilizou-se  folhas secas de 

chá verde (Camellia sinensis), compradas a granel adquiridas no mercado cerealista 

Empório Pura Vida, localizado no bairro São José, em Recife – PE.  

Em uma panela de aço inoxidável previamente higienizada foram aquecidos 7,5 L 

de água filtrada até atingir a temperatura de 90 °C.  Atingindo a temperatura, a fonte de 

calor foi desligada e foram adicionados 75 g (1%) do chá verde desidratado em folhas para 

realização da infusão durante 30 a 40 minutos. Após, o chá foi filtrado com peneira e 

foram adicionados e diluídos 600 g (8%) de açúcar cristal comum como fonte de energia e 

o chá adoçado foi mantido na panela até atingir a temperatura ambiente local (25 °C).  

Atingindo a temperatura ambiente, foram adicionados ao chá 1.500 mL (20%) de 

colônia viável starter de kombucha artesanal (líquido com película de celulose cortada em 

pedaços de 2 cm³). O volume total foi dividido igualmente em 15 béqueres de volume 

máximo de 2 L, cobertos com tecido voal previamente higienizado, mantidos em 

laboratório fechado à temperatura ambiente de 22 a 25 °C e protegidos de incidência direta 

luz e vento. Os chás fermentados foram divididos e 3 grupos (A, B e C) para 5 tempos de 

fermentação (1, 3, 7, 14 e 21) sendo as amostras coletadas para análise em triplicata nos 

respectivos dias de fermentação. 

 

2.2.2 Análise de 5-metiltetraidrofolato por CLAE 

 5-metil-tetraidrofolato foi determinado em cromatógrafo líquido (Shimadzu®, 

Japão), composto pelos seguintes módulos: sistema controlador modelo CBM-20A, 

detector de arranjos de diodos (DAD) modelo SPD-20AV, bomba quaternária modelo LC-

20 AT, forno para coluna modelo CTO-20AC, amostrador automático modelo SIL-20AC. 
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Todos os comandos foram realizados utilizando software LC Solution (versão 1,25, 

Shimadzu®, Japão). As análises desenvolvidas no Laboratório Multiusuário para 

Caracterização Química de Alimentos, Medicamentos e Suplementos Nutricionais 

(CQAMOS) no Departamento de Nutrição (DN) da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE). 

2.2.3 Preparo das soluções padrão 

O padrão utilizado neste estudo foi mantido a -18ºC. A solução estoque foi 

preparada a partir de cada padrão na concentração de 1000 mg.L
-1

, usando 1 mL de NaOH 

2% (m/v) e completando o volume com acetato de amônio 8 mmol.L
-1

 pH 6,7. As soluções 

de diluição foram preparadas a partir da solução estoque em diferentes concentrações e 

mantidas à 4ºC durante o desenvolvimento do estudo.  

2.2.4 Protocolo de extração para análise cromatográfica 

Foram pesados em balança analítica (Tecnal®) aproximadamente 4 g de amostra, 

triturados e adicionados 20 mL da solução extratora de acetato de amônio na concentração 

50 mmol. L
-1

. Em seguida, o conjunto amostra mais solução extratora foi agitado em 

vórtex (Fisatom®) durante um minuto. Os extratos foram submetidos a um tratamento em 

banho termostatizado (Quimis®) à 40ºC por 10 minutos. Posteriormente, as amostras 

foram centrifugadas (Eppendorf 5810®) em rotação de 4500 rpm (5000 g) a uma 

temperatura de 4 ºC durante 15 minutos com subsequente filtração em membranas de 

acetato de celulose de porosidade 0,45 µm. A quantidade equivalente a 1 mL de cada 

extrato foi novamente filtrada em membranas de fluoreto de polivinidileno de porosidade 

0,22 µm para o interior de frasco de vidro tipo vial que, em seguida, foi levado ao 

cromatógrafo (PAIVA et al., 2012). 

A coluna cromatográfica utilizada foi uma C18 150 x 4,6 mm, com 5 µm de 

tamanho de partícula (Allcrom Phenomenex). As soluções da fase móvel foram: tampão 

fosfato de potássio monobásico 0,1 mol.L
-1

 pH 2,0 (misturas equimolares de ácido 

fosfórico e fosfato de potássio monobásico) (pHmetro Mettler toledo®) e metanol. Ambas 

filtradas em filtros Millipore com 0,22 µm de diâmetro. O fluxo da fase móvel foi de 0,5 

mL.min
-1

 com injeções de 20 µL por análise para padrões e extratos.  

A eluição ocorreu no modo isocrático, na proporção de 85:15 tampão fosfato de 

potássio:metanol (v/v) e com o tempo de corrida de 25 minutos. O comprimento de onda 



47 
 

 

de varredura foi na faixa de 200-400 nm e para avaliação do composto o comprimento de 

onda foi fixado em 280 nm (PAIVA et al., 2012). 

2.2.5 Identificação e quantificação  

A identificação dos picos foi realizada por similaridade espectral (recurso do 

equipamento que permite a comparação dos espectros de padrões e amostras), e por 

comparação dos tempos de retenção de padrões e amostras. 

A quantificação foi realizada por padronização externa através da construção de 

uma curva de calibração com 10 diferentes concentrações no intervalo de 0,05 µg.mL
-1

 a 

100 µg.mL
-1

. As soluções utilizadas para traçar a curva de calibração foram preparadas 

individualmente por diluição das soluções estoque em acetato de amônio (8 mmol) a partir 

do padrão individual.  

O limite de quantificação (LQ) foi definido como a menor concentração do analito 

que alcançou um sinal 10 vezes acima da linha de ruído (ICH, 1994), utilizando a equação 

1: LQ = (DP x 10) / IC. O limite de detecção (LD) foi definido como a menor concentração 

do analito que alcançar um sinal 3 vezes acima da linha de ruído (ICH, 1994), utilizando a 

equação 2: LD = (DP x 3) / IC. DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo “y” de no 

mínimo três curvas analíticas e IC é a inclinação da curva de calibração. 

 

2.3 Preparo do material para determinação da atividade antioxidante 

Para quantificar o teor de compostos fenólicos totais, flavonoides totais e atividade 

antioxidante total (ABTS) do disco de celulose, inicialmente foi obtido um extrato em 

triplicata. Para isso, 1g do disco de celulose foi pesado em um tubo falcon e 10 mL de 

metanol a 80% foi adicionado, sendo posteriormente agitado por 30 segundos em vórtex e 

subsequentemente deixado em repouso na ausência da luz por 24 horas. Após, filtrou-se a 

mistura e o extrato foi acondicionado em tubo falcon recoberto com papel alumínio para o 

proseeguimento das análises. 

2.3.1 Determinação dos compostos fenólicos totais 

Os fenólicos totais foram determinados seguindo o método descrito por Liu e 

colaboradores (2002) com modificações. Resumidamente, 250 µL (kombucha e do extrato 

do disco de celulose) foram misturados com 1250 µL do reagente Folin-Ciocalteau 10% 

em tubos de ensaio. As soluções foram agitadas e armazenadas em temperatura ambiente 
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(23 °C) na ausência da luz por 6 minutos. Logo após, foram adicionados 1000 µL da 

solução de carbonato de sódio a 7,5%. A mistura foi levada ao banho maria (Novatecnica
®
, 

modelo NT232, Brasil) a uma temperatura de 50°C/5 min. Após, a absorbância foi medida 

a 765 nm utilizando espectrofotômetro (BEL Photonics, Brasil).  

Uma solução com a ausência da kombucha e do extrato do disco de celulose foi 

usada para zerar o espectrofotômetro. O conteúdo de fenólicos totais foi determinado 

utilizando uma curva padrão preparada com ácido gálico e os resultados foram expressos 

em mg equivalentes de ácido gálico (EAG) por cem gramas de disco de celulose (mg 

EAG/100 g) e por litro de kombucha (mg EAG/L). 

2.3.2 Determinação de flavonoides totais 

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método descrito por 

Zhishen,  Mengcheng e Jianming (1999), no qual 0,5 mL (líquido kombucha e do extrato 

de disco de celulose) foram adicionados a 2 mL de água destilada em tubo de ensaio. Em 

seguida, adicionou-se a mistura 150 µL de nitrito de sódio a 5%. Depois de 5 min, 150 µL 

de cloreto de alumínio a 10% também foram adicionados. Após 6 min, foram inseridos 1 

mL de hidróxido de sódio a 1 M, e 1,2 mL de água destilada. A absorbância das amostras 

foi medida a 510 nm. Uma solução com ausência dos extratos foi preparada. O teor de 

flavonoides totais foi determinado por curva padrão de equivalentes de catequina e os 

resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por cem gramas de 

disco de celulose (mg EC/100g) e por litro de líquido de kombucha (mg EC/L). 

2.3.3 Determinação de carotenoides totais 

Para determinação de carotenoides totais, utilizou-se a metodologia empregada por 

Lichtenthaler e Buschmann (2001). Uma alíquota de 1 mL da kombucha foi pipetada em 

tubos de ensaio envoltos com papel alumínio. Adicionaram-se 10 mL de acetona em cada 

tubo e agitou-se por 30 segundos em agitador de tubos (modelo AP56, Phoenix Luferco, 

Araraquara, São Paulo, Brasil). Posteriormente, filtrou-se em papel filtro qualitativo (40 

Whatman®, 125mm). A amostra foi lida em espectrofotômetro (BEL Photonics) nos 

comprimentos de onda de 470 nm, 645 nm e 662 nm, contra o branco constituído de 

acetona. Os valores de carotenoides totais foram calculados utilizando as fórmulas abaixo e 

expressos em µg/100 mL de kombucha. 

Ca(µg/ mL) = 11,24A662-2,04A645 
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Cb(µg/ mL) = 20,13A645-4,19A662 

C(µg/ mL) = (1000A470-1,90Ca-63,14Cb)214 

2.3.4 Atividade antioxidante total por ABTS 

A atividade antioxidante (líquido da kombucha e extrato disco de celulose) foi 

determinada pelo ensaio ABTS segundo a metodologia de Surveswaran e colaboradores 

(2007) com modificações. O reagente ABTS (7 mM) foi misturado com persulfato de 

potássio (140 mM) e incubado a temperatura de 25 °C, no escuro por 16 horas para 

formação do radical livre. Após, o radical foi diluído em água destilada até a absorbância 

de 0,800 (±0,020) a 734 nm. Posteirormente 100 µL líquido da kombucha e extrato de 

disco de celulose foram adicionados a 500 µL do radical ABTS em ambiente escuro. Após 

isso, os tubos de ensaio foram mantidos na ausência de luz por 6 minutos e em seguida, 

realizou-se a leitura a 734 nm em espectrofotômetro (BEL Photonics, Brasil). Foi feita uma 

solução “controle” com uma alíquota de 100 uL do solvente extrator dos extratos 

adicionada de 500 µL do radical ABTS. O solvente extrator foi utilizado para zerar o 

espectrofotômetro. Como referência, foi utilizado o Trolox e os resultados expressos em 

µM trolox/g extrato de disco de celulose e µM trolox/mL de kombucha.  

2.4 Caracterização Físico-Química 

Para o teor de umidade e cinzas utilizaram-se os procedimentos descritos pela 

Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) (AOAC, 2016). O teor de lipídeos 

foi determinado segundo metodologia de Folch, Less e Sloane-Stanley (1957). A análise de 

pH, atividade de água, sólidos solúveis totais (°Brix), acidez e açúcares totais foram 

realizadas conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (2008) utilizando 

pHmetro (GEHAKA, modelo PG1800, São Paulo - SP, Brasil), Aqualab (DECAGON, 

modelo AQUALAB 4TE, USA), refratômetro portátil (LORBEN, São Paulo - SP, Brasil) e 

titulação com hidróxido de sódio.  

2.5 Análises estatísticas 

Os dados foram analisados através da ANOVA, após os testes de homogeneidade de 

variâncias (Bartlett’s) e normalidade (Shapiro-Wilk). Os tratamentos que apresentaram 

diferenças significativas (α= 0,05) em relação à homogeneidade de variância foram 

analisados com o teste de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o teste de Tukey a posteriori para a 
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ANOVA paramétrica e Dunn a posteriori para o Kruskal-Wallis, para verificar diferenças 

entre as amostras. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Teor de 5-metiltetraidrofolato 

Os cromatogramas (fig. 1 e 3) apresentam o perfil das substâncias separadas no 

líquido e disco de celulose (fig. 2 e 4) da kombucha. O segundo pico das análises é relativo 

ao 5-metiltetrahidrofolato (4,48 min). Outros picos que aparecem na análise possuem 

similaridade acima de 80% com o nosso banco espectral para 5 formas de folatos, porém a 

indisponibilidade de padrão para análise comparativa não permitiu que houvesse 

confirmação das substâncias. 

Figura 1 – Cromatograma do líquido da kombucha de chá verde fermentada por 3 dias.
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Fonte: Autoria Própria. 

Condições cromatográficas: coluna cromatográfica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 µm de tamanho de partícula 

(Allcrom Phenomenex), por eluição isocrática utilizando tampão fosfato de potássio monobásico 0,1 mol.L-1 

(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase móvel (v/v) com injeções de 20 µL por análise, fluxo de 0.5 mL/min-1 

e detecção por UV por comprimento de onda em 280 nm. 

  

Figura 2 – Cromatograma do disco de celulose da kombucha de chá verde fermentada por 

3 dias. 
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Fonte: Autoria Própria. 

Condições cromatográficas: coluna cromatográfica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 µm de tamanho de partícula 

(Allcrom Phenomenex), por eluição isocrática utilizando tampão fosfato de potássio monobásico 0,1 mol.L-1 

(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase móvel (v/v)com injeções de 20 µL por análise, fluxo de 0.5 mL/min-1 

e detecção por UV por comprimento de onda em 280 nm. 

 

Figura 3 – Cromatograma do líquido da kombucha de chá verde fermentada por 21 dias. 
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Fonte: Autoria Própria. 
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Condições cromatográficas: coluna cromatográfica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 µm de tamanho de partícula 

(Allcrom Phenomenex), por eluição isocrática utilizando tampão fosfato de potássio monobásico 0,1 mol.L-1 

(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase móvel (v/v)com injeções de 20 µL por análise, fluxo de 0.5 mL/min-1 

e detecção por UV por comprimento de onda em 280 nm  

 

Figura 4 – Cromatograma do disco de celulose da kombucha de chá verde fermentada por 

21 dias. 
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Fonte: Autoria Própria. 

Condições cromatográficas: coluna cromatográfica C18 (150 x 4.6 mm) com 5 µm de tamanho de partícula 

(Allcrom Phenomenex), por eluição isocrática utilizando tampão fosfato de potássio monobásico 0,1 mol.L-1 

(pH 2,0) e metanol (85:15) como fase móvel (v/v)com injeções de 20 µL por análise, fluxo de 0.5 mL/min-1 

e detecção por UV por comprimento de onda em 280 nm.  

 

No tempo de retenção de 4,48 minutos a similaridade espectral foi de 99% para o 

padrão de 5-metiltetrahidrofolato durante o desenvolvimento do método. Para os 

cromatogramas referentes ao liquido e ao disco de celulose na kombucha o tempo de 

retenção para o 5-metiltetrahidrofolato foi de 4,51 minutos.  

A tabela a seguir é referente aos parâmetros de análise quantitativa e qualitativa dos 

teores de 5-metiltetraidrofolato em kombucha de chá verde fermentada nos dias 3 e 21 no 

disco de celulose. 
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Tabela 1 – Teor de 5-metiltetraidrofolato no líquido e disco de celulose de kombucha nos 

dias de fermentação 3 e 21 e parâmetros do método analítico. 

Concentração de 5-metiltetraidrofolato (µg /ml) 

3 dias caldo 39,12 ± 1,32 µg/mL 

3 dias disco de celulose 45,78 ± 8,42 µg /mL 

21 dias caldo 50,87 ± 3,56 µg /mL 

21 dias disco de celulose 54,88 ± 3,89 µg /mL 

Limite de detecção (LD) 18,16 µg /mL 

Limite de quantificação (LQ) 55,03 µg /mL 

Coeficiente Linear (R) 0,9942 

Curva de calibração Y= 19772x+50416 

 

No presente estudo foi verificado que a concentração de 5-metiltetrahidrofolato no 

terceiro dia de fermentação do líquido e disco de celulose foi de 39,12 ± 1,32 µg/mL e 

45,78 ± 8,42 µg/mL, respectivamente. É perceptível que o teor de 5-metiltetrahidrofolato 

aumentou no período de fermentação. 

 O líquido da kombucha apresentou 50,87 ± 3,56 µg/mL e o disco de celulose 54,88 

± 3,89 µg/mL no vigésimo primeiro dia da fermentação como pode ser visto na tabela 1. 

No último dia de fermentação, o líquido apresentou aumento de 30,03% de teor de folatos 

em relação ao terceiro dia de fermentação e o disco de celulose teve um aumento de 

19,8%. 

O metabolismo dos folatos no corpo humano tem grande importância na síntese de 

ácidos nucleicos, regeneração de metionina, prevenção de doenças cardiovasculares e 

defeitos neurológicos em fetos, entre outras funções conhecidas. Folatos dietéticos existem 

primariamente na forma de poliglutamato, mas estes não passam pela membrana celular 

devido ao tamanho da molécula. O poliglutamato é então hidrolisado no intestino delgado 

podendo então ser absorvido e transformado nas suas formas ativas (folil-poliglutamatos, 

tetraidrofolatos, H2-folatos) para utilização nos processos metabólicos. Nessa perspectiva, 

os benefícios obtidos a partir do consumo da kombucha se mostram proveitosos uma vez 
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que a mesma oferece a substância na forma normalmente encontrada no nosso organismo, 

em seu estado mais biodisponível e bioativo (DIAS et al., 2016). 

A Food and Nutrition Board (1998) recomendam consumo de cerca de 400 

microgramas diários de ácido fólico (especialmente mulheres grávidas). Isso previne 

problemas cardiovasculares, anemia e defeitos do tubo neural de bebês. Até então, não há 

evidências científicas comprovando que chá fermentado de kombucha possui folatos, 

menos ainda evidências que o seu teor tem um aumento com o passar da fermentação 

(DIAS et al., 2016). 

Os resultados do estudo atual mostram que, em 200 mL de kombucha, pode ser 

encontrada uma média de 7.824 µg e 10.174 µg de 5-metiltetraidrofolato para os dias de 

fermentação 3 e 21 respectivamente, valores estes que superam a necessidade diária de 

consumo de vitamina B9. 

A informação sobre a presença de vitamina B9 em kombucha é sem precedentes e, 

em relação ao estudo de 5-metiltetraidrofolato em kombucha, os achados do presente 

estudo são inéditos. A relevância agora dada à bebida fermentada é outra, uma vez que a 

partir deste momento a mesma pode ser considerada fonte de folatos e não só introduzida 

na alimentação diária, mas estudada nas suas formas de preparo. 

 

3.2 Fenólicos totais, flavonoides totais e carotenoides totais 

A tabela 2 apresenta a concentração aos compostos bioativos (compostos fenólicos, 

flavonoides e carotenoides) analisados no líquido da kombucha de chá verde nos dias de 

fermentação 1, 3, 7, 14 e 21 e no disco de celulose no 21° dia de fermentação.  

Tabela 2: Teor de compostos fenólicos, flavonoides e carotenoides totais em líquido de 

kombucha fermentadas nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 e dia 21° no disco de celulose. 

Tempo de Fermentação (dias) 

Análise 1 3 7 14 21 SCOBY 

Fenólicos 

Totais 

mg EAG/mL 

1,05 ± 0 a 1,08 ± 0 a 1,24 ± 0 ac 1,86 ± 0,02 bc 1,94 ± 0,02 bc 0,09 ± 0 

Flavonoides 

Totais  

mg EC/mL 

0,07 ± 0,00 a 0,07 ± 0,00ab 0,07 ± 0 ab 0,07 ± 0 ab 0,06 ± 0,00 b 0,00 ± 0 

Carotenoides 

Totais  

µg/100 mL 53,80 ± 0,36 a 46,26 ± 3,12 a 40,93 ± 0,89 ac 26,61 ± 0,69 bc 24,69 ± 0,69 bc 

 

ND 

 

EAG = Equivalente de ácido gálico. EC = Equivalente de catequina. ND  = Não detectado. 
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O teor de compostos fenólicos totais encontrados no presente estudo foi próximo ao 

encontrado por Cardoso e colaboradores (2020) para chá preto, 1,09 mg GAE/mL. 

Primordialmente, o chá preto costuma possuir um teor mais elevado de polifenóis quando 

comparado ao chá verde e isso se dá pelo processamento das folhas da Camellia sinensis. 

Na produção de chá preto, as folhas são sujeitas ao processamento que estimula a atividade 

de polifenoloxidases, alterando não só a coloração do produto, mas oxidando catequinas, 

levando à formação de teaflavinas e tearubiginas, fenólicos predominantes no chá preto 

(CARDOSO et al., 2020). 

Contudo, a metodologia usada na formulação (adição de 20% de kombucha + 

SCOBY adicionados ao meio de cultura), valor superior ao estudo de Cardoso e 

colaboradores (13%), e forneceu um número maior de colônias viáveis de microrganismos, 

favorecendo a atividade de microrganismos no meio de cultura, especialmente de leveduras 

produtoras de enzimas responsáveis pela transformação de polímeros de polifenóis em suas 

formas mais livres, aumentando inclusive a sua disponibilidade. Isso possivelmente explica 

o aumento na produção de compostos fenólicos verificados. De modo geral, o teor de 

fenóis totais no presente estudo apresentou diferença significativa (p<0,0001) com os 

tempos de 1 a 7 dias apresentando valores significativamente menores que os dias 14 e 21 

(Dunn, p<0.01). Em outros termos, quanto maior o tempo de fermentação, maior o teor de 

compostos fenólicos presentes no fermentado. 

Os valores encontrados para flavonoides totais apresentação diferença significativa 

apenas entre os tempos 1 e 21 de fermentação (p=0,003) como visto na Tabela 2. Os 

valores encontrados são superiores aos encontrados anteriormente em kombucha de chá 

com flor de milefólio por Vitas e colaboradores (2018) e pelo estudo de kombucha com 

cogumelo feito por Sknepnek e colaboradores (2020).  Não obstante, nos estudos anteriores 

e no atual, foi concluído que houve perda de flavonoides com a continuação da 

fermentação. A planta em seu estado natural e integral possui um quantitativo maior de 

flavonoides e essa diminuição sugere que houve perda com a fermentação, sendo a maior 

perda no último dia de fermentação (VITAS et al., 2018). 

Leveduras são conhecidas pela produção de compostos bioativos e alguns destes 

são os carotenoides. Estudos como os citados por Sinir e colaboradores (2019), indicam a 

existência de carotenoides em produtos como kombucha, bem como Rai e colaboradores 

(2019), cita os carotenoides como sendo parte dos metabólitos produzidos pela 
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fermentação de leveduras. No presente estudo, houve diferença significativa (p<0,0001), 

no teor de carotenoides encontrado nos diferentes tempos de fermentação (Tabela 2). Os 

tempos 1 a 7 dias de fermentação foram significativamente maiores que os tempos de 14 e 

21, porém o teor de carotenoides do dia de fermentação 7 não foi significativamente 

diferente de nenhum outro tratamento (Dunn, p<0,01). Assim como nos flavonoides, 

também é perceptível a queda no conteúdo de carotenoides com a continuação da 

fermentação até o último dia. Isso é explicado pela baixa do pH causado pela fermentação, 

bem como a presença de ácidos orgânicos que favorecem a degradação dos carotenoides 

(SINIR et al., 2019). 

De acordo com Amâncio (2012), o consumo de carotenoides do brasileiro médio se 

encontra abaixo dos valores recomendados para ter saúde, sendo 4.117 microgramas, 

quando deveria ser por volta de 9.000 a 18.000 microgramas por dia. A correção desse 

déficit de carotenoides pode ser realizada pelo consumo de vegetais de fácil acesso para a 

maioria dos brasileiros como cenoura, manga, tomate (principalmente coccionado) e 

complementada pelo consumo diário de doses de kombucha (Tabela 2), podendo ser 

subsequentemente fermentadas com extratos vegetais que agreguem mais carotenoides à 

bebida. O estudo atual mostra que o consumo de 200 mL de kombucha fermentada por 7 

dias fornece 8.186 µg de carotenoides totais, valor que auxilia a atingir a necessidade de 

consumo diário. 

3.3 Antioxidantes 

O estudo obteve valores significativos de potencial antioxidante na bebida avaliada 

(Figura 5) que aumentou à medida que a fermentação continuou até o dia 14. No dia 21 foi 

vista uma queda deste parâmetro. Além da capacidade antioxidante ser afetada pela 

temperatura e tempo de fermentação, o pH tem influência na degradação de alguns 

compostos antioxidantes como os carotenoides, possível razão para explicar a queda da 

atividade antioxidante (CARDOSO et al., 2020). 

A atividade antioxidante do chá de kombucha fermentado aumenta à medida que o 

tempo da fermentação avança uma vez que é também evidenciado um aumento de 

compostos fenólicos e flavonoides – antioxidantes. A propriedade antioxidante da 

kombucha também está atrelada a outros compostos sintetizados na bebida tais quais 

ácidos orgânicos como o ácido glucurônico e ácido ascórbico (MALBASA et al., 2011; 

CABRAL et al., 2017). 
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Figura 5 – Valores de atividade antioxidante avaliada por radical ABTS por dia de 

fermentação 

 

Letras iguais indicam não haver diferenças significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentação 

estudados. 

3.4 Análises físico-químicas 

Foram encontrados valores de pH que reduziram com a prolongação dos dias de 

fermentação (1, 3, 7, 14 e 21) 3,34 ± 0,00 (1), 3,07 ± 0,01 (3), 3,07 ± 0,00 (7) e 2,97 ± 0,08 

(14), 2,06 ± 0,10 (21)., valor similar ao de Villarreal-Soto e colaboradores (2019) com 

média estável de pH de 2,7 em 15 dias de fermentação. Assim como o estudo atual, Xia e 

colaboradores (2019) e Villarreal-Soto e colaboradores analisaram kombucha de chá verde 

e preto e verificaram a redução do pH e o aumento na acidez titulável da kombucha com o 

aumento do tempo de fermentação.  

O maior tempo de fermentação da kombucha tem impacto direto com o aumento da 

atividade dos microrganismos láticos e acéticos, consumo de substrato para produzir 

energia e consequente produção de metabólicos secundários. Parte desses metabólicos é 

composta por ácidos orgânicos como ácido lático, ácido glucurônico e principalmente 
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ácido acético. A produção destes ácidos no meio torna o pH da bebida mais baixo e, a 

depender do valor encontrado, aumenta a segurança microbiológica da bebida (CARDOSO 

et al., 2020). 

 

Outros parâmetros de caraterização da kombucha mantiveram-se estáveis durante 

todo o processo de fermentação como Aw  0,99 ± 0,00 e 0,99 ± 0,01 para o líquido e disco 

de celulose respectivamente e valores de umidade com média do líquido e SCOBY de 

93,06% ± 0,57 e 92,33 ± 0,59 respectivamente durante todo o processo fermentativo. 

 

Figura 6 – Valores de extrato seco por dia de fermentação. 

 

Letras iguais indicam não haver diferenças significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentação 

estudados. 

O extrato seco aumentou significativamente do dia um para o dia três, depois 

diminuiu significativamente novamente até os dias 14 e 21, que não foram diferentes entre 

si. 

Os teores de cinzas permaneceram abaixo de 0,1% durante todos os tempos de 

fermentação, com uma média de 0,03% ± 0,02 no líquido e 0,02% ± 0,01 no SCOBY. A 
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acidez titulável apresentou um aumento ao longo da continuação da fermentação. No 

presente estudo, a acidez titulável foi de 0,27 ± 0,00 para 0,35 ± 0,01; 0,46 ± 0,02; 0,82 ± 

0,12 e 1,17 ± 0,17 nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 respectivamente e 1,38 ± 0,01 para o disco de 

celulose. Valores dentro dos conformes quando há um aumento dos ácidos orgânicos 

sintetizados pelos microrganismos. 

 

Figura 7 – Valores de lipídios por dia de fermentação. 

 

 

Letras iguais indicam não haver diferenças significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentação 

estudados. 

Os lipídios não apresentaram muita variação ao longo do tempo. Apenas o dia 7 

apresentou concentração de lipídios significativamente menor que o dia 21 (p<0,001). 

A análise de lipídios apresentou uma porcentagem média geral de 0,3% ± 0,12 de 

lipídios no líquido da kombucha e 0,6% ± 0,19 no disco de celulose da mesma (XIA et al. 

2019, AHMED et al., 2020; CARDOSO et al., 2020). 

 

Figura 8 – Valores de cinzas por dia de fermentação. 
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Letras iguais indicam não haver diferenças significativas (p<0,0095) entre os tempos de fermentação 

estudados. 

De modo geral, a quantidade de cinzas foi significativamente maior no dia 21 em 

relação aos dias 1, 7 e 14. 

 

4. CONCLUSÃO 

Os dados encontrados no presente estudo são inéditos, sem precedentes e de 

extrema relevância para diretrizes de nutrição humana e para o entendimento da melhor 

forma de consumo da kombucha. A kombucha de chá verde fermentado se mostrou uma 

fonte promissora de 5-metiltetrahidrofolato, uma vez que a vitamina foi encontrada em 

quantidades significativas na bebida e o teor da mesma aumentou durante a fermentação. 

Enquanto isso, o teor de compostos fenólicos aumentou nos dias 14 e 21, e foi perceptível 

uma diminuição dos flavonoides no dia 21 e de carotenoides nos dias 14 e 21. A 

fermentação prolongada levou à diminuição do teor de alguns compostos bioativos, bem 

como leva ao aumento de ácidos orgânicos como o acético que comprometem a aceitação 
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do sabor por consumidores. Os valores encontrados no presente estudo sugerem que o 

tempo de fermentação ideal para obtenção dos benefícios nutricionais é a partir de 7 dias 

até 14 dias. Também deve ser levada em consideração a clivagem dos folatos na presença 

de oxidantes e redutores. Desta forma, a partir do consumo da kombucha sem adição de 

outros ingredientes, as pessoas podem se beneficiar dos teores de 5-metiltetraidrofolato e 

compostos bioativos da bebida, mantendo ainda a qualidade sensorial e segurança de 

consumo em relação à acidez da bebida. 
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