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Resumo da Obra  

A kombucha é uma bebida funcional produzida pela fermentação do chá verde ou preto, adicionados 
de carboidratos e uma cultura simbiótica de microrganismos. Reconhecida no mercado de alimentos 

saudáveis por sua composição, ganha destaque pelos benefícios potenciais à saúde. Este estudo teve 
como objetivo otimizar o processo de produção da kombucha, considerando dados da literatura, sua 
composição fenólica e atividade antioxidante. Utilizando um Delineamento Composto Central 

Rotacional, foram investigadas 11 condições de fermentação, variando o tempo (3 a 15 dias) e a 
quantidade de carboidrato (50 a 110 gramas). Os resultados do processo de otimização demonstraram 

impacto significativo nas variáveis indiretas acidez volátil (34,63 a 107,39), sólidos solúveis totais 
(5,0 a 10,2), ratio (0,11 a 0,37) e teor alcoólico (0,0 a 1,8), identificando três condições promissoras 
para investigação adicional. A composição centesimal das três kombuchas analisadas revelou teores 

adequados de umidade (87,86 a 90,17%) e quantidades mínimas de cinzas (0,04 a 0,05%), proteínas 
(0,01 a 0,05%) e lipídios (0,03 a 0,06%), com baixa concentração de carboidratos (9,67 a 12,05%) e 

baixo valor energético total (39,39 a 48,46 kcal/100 mL). Foram identificados quatro compostos 
fenólicos nas bebidas, incluindo ácido clorogênico, cafeína, rutina e ácido cinâmico, associados a 
benefícios como atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatória. O estudo sobre o estresse 

oxidativo e nível de atividade antioxidante das bebidas indicou ausência de toxicidade e atividade 
pró-oxidante e antioxidante nas kombuchas. Estas descobertas contribuem significativamente para a 

comunidade científica ao expandir o conhecimento sobre a kombucha, assim como para a indústria 
alimentícia, fornecendo informações práticas para uma produção otimizada, com potencial de 

mercado para a garantia de uma fabricação uniforme e segura. 
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RESUMO 

A kombucha é uma bebida funcional produzida pela fermentação do chá verde ou preto, 

adicionados de carboidratos e uma cultura simbiótica de microrganismos. Reconhecida no 
mercado de alimentos saudáveis por sua composição rica em compostos bioativos, ácidos 

orgânicos, vitaminas e micronutrientes, a kombucha ganha destaque pelos benefícios 
potenciais à saúde, como a melhoria da microbiota intestinal, fortalecimento do sistema 
imunológico e propriedades antioxidantes. No entanto, as variações nos processos de 

produção da bebida exigem pesquisas para padronizar suas características e assegurar a 
consistência na qualidade e nos efeitos fisiológicos oferecidos aos consumidores. Este estudo 

teve como objetivo otimizar o processo de produção da kombucha, considerando dados da 
literatura, sua composição fenólica e atividade antioxidante. Utilizando um Delineamento 
Composto Central Rotacional, foram investigadas 11 condições de fermentação, variando o 

tempo (3 a 15 dias) e a quantidade de carboidrato (50 a 110 gramas). Os resultados do 
processo de otimização demonstraram impacto significativo nas variáveis indiretas acidez 

volátil (34,63 a 107,39), sólidos solúveis totais (5,0 a 10,2), ratio (0,11 a 0,37) e teor alcoólico 
(0,0 a 1,8), identificando três condições promissoras para investigação adicional. A 
composição centesimal das três kombuchas analisadas revelou teores adequados de umidade 

(87,86 a 90,17%) e quantidades mínimas de cinzas (0,04 a 0,05%), proteínas (0,01 a 0,05%) e 
lipídios (0,03 a 0,06%), com baixa concentração de carboidratos (9,67 a 12,05%) e baixo 

valor energético total (39,39 a 48,46 kcal/100 mL). Foram identificados quatro compostos 
fenólicos nas bebidas, incluindo ácido clorogênico, cafeína, rutina e ácido cinâmico, 
associados a benefícios como atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatória. O 

estudo sobre o estresse oxidativo e nível de atividade antioxidante das bebidas indicou 
ausência de toxicidade e atividade pró-oxidante e antioxidante nas kombuchas. Estas 

descobertas contribuem significativamente para a comunidade científica ao expandir o 
conhecimento sobre a kombucha, assim como para a indústria alimentícia, fornecendo 
informações práticas para uma produção otimizada, com potencial de mercado para a garantia 

de uma fabricação uniforme e segura. 
  

Palavras-chave: Bebida Funcional. Produção. Compostos Bioativos. Benefícios. Atividade 
Antioxidante.  
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(Camellia sinensis L.). 2024. 151 f. Thesis (Doctorate) – Postgraduate Program in Food and 
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ABSTRACT 

Kombucha is a functional beverage produced by fermenting green or black tea, with added 

carbohydrates and a symbiotic culture of microorganisms. Recognized in the health food 
market for its composition rich in bioactive compounds, organic acids, vitamins and 

micronutrients, kombucha stands out for its potential health benefits, such as improving the 
intestinal microbiota, strengthening the immune system and antioxidant properties. However, 
variations in the beverage production processes require research to standardize its 

characteristics and ensure consistency in the quality and physiological effects offered to 
consumers. This study aimed to optimize the kombucha production process, considering data 

from the literature, its phenolic composition and antioxidant activity. Using a Central 
Composite Rotational Design, 11 fermentation conditions were investigated, varying the time 
(3 to 15 days) and the amount of carbohydrate (50 to 110 grams). The results of the 

optimization process demonstrated a significant impact on the indirect variables volatile 
acidity (34.63 to 107.39), total soluble solids (5.0 to 10.2), ratio (0.11 to 0.37) and alcohol 

content (0.0 to 1.8), identifying three promising conditions for further investigation. The 
centesimal composition of the three kombuchas analyzed revealed adequate moisture contents 
(87.86 to 90.17%) and minimal amounts of ash (0.04 to 0.05%), proteins (0.01 to 0.05%) and 

lipids (0.03 to 0.06%), with low carbohydrate concentration (9.67 to 12.05%) and low total 
energy value (39.39 to 48.46 kcal/100 mL). Four phenolic compounds were identified in the 

beverages, including chlorogenic acid, caffeine, rutin and cinnamic acid, associated with 
benefits such as antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activity. The study on 
oxidative stress and antioxidant activity levels of the beverages indicated absence of toxicity 

and pro-oxidant and antioxidant activity in kombuchas. These findings contribute 
significantly to the scientific community by expanding knowledge about kombucha, as well 

as to the food industry, providing practical information for optimized production, with market 
potential for ensuring uniform and safe manufacturing. 
 

Keywords: Functional Beverage. Production. Bioactive Compounds. Benefits. Antioxidant 
Activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A busca por alimentos saudáveis e/ou funcionais cresce exponencialmente surgindo 

novas oportunidades de negócios baseando-se em bebidas funcionais e produtos alimentares 

com baixo valor calórico que forneçam efeitos fisiológicos benéficos ao consumidor (Chen; 

Liu, 2021; Cardoso et al., 2020). 

Nesse seguimento de produtos com propriedades funcionais, destaca-se a kombucha, 

uma bebida fermentada de origem oriental, tradicionalmente formada a partir da fermentação 

do chá verde (Camellia sinensis L.) ou preto com adição de carboidrato e uma cultura 

simbiótica de microrganismos denominada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and 

Yeasts). O processo de produção da bebida é, em sua grande maioria artesanal, trazendo uma 

simbiose entre bactérias acéticas, ácido lácticas e leveduras osmofílicas inseridas em uma rede 

de celulose responsáveis pelo processo de fermentação, resultando assim um produto 

refrescante, agridoce e levemente carbonatado (Leonarski et al., 2020).  

Além dos aspectos sensoriais atrativos, a bebida apresenta uma expressiva composição 

de compostos bioativos, ácidos orgânicos, etanol, vitaminas hidrossolúveis e uma variedade 

de micronutrientes produzidos durante a fermentação e que variam de acordo com o tipo de 

chá, fonte de carboidrato, microrganismos presentes no SCOBY, tempo e temperatura de 

fermentação utilizados na sua produção (Antolak; Piechota; Kucharska, 2021, Cardoso et al., 

2020).  

Tendências de mercado têm demonstrado aumento no consumo de kombucha em 

países ocidentais devido ao marketing promovido pelos fabricantes, que reforçam os 

potenciais benefícios à saúde pelo consumo da bebida (Kapp; Sumner, 2019). Há algumas 

evidências que descrevem os efeitos da ingestão de kombucha na melhora da microbiota 

intestinal, sistema imunológico, doenças gastrintestinais, prevenção de câncer, doenças 

cardiovasculares e infecções microbianas, além da bebida possuir propriedades 

hipoglicêmicas e antilipidêmicas, contém expressiva atividade antioxidante e entre outras 

funcionalidades que variam conforme o seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen, 

2006; Chen; Liu, 2021; Chu; Malbasa et al., 2011; Greenwalt et al., 2000; Ilicic et al., 2012; 

Malbasa et al., 2008; Yang et al., 2009). 

Nesse sentido, o interesse no consumo de kombucha tem se baseado na busca por um 

estilo de vida mais saudável, com preferência por produtos minimamente processados, sem 

aditivos químicos e com alto valor nutricional. Para este propósito, a kombucha se apresenta 
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como uma bebida natural, onde seus componentes nutricionais são diversos com aplicação na 

saúde de maneira integral (Villareal-Soto et al., 2018). 

As variações no processo de produção da kombucha abrem lacunas e aumentam a 

necessidade de pesquisas que padronizem as características da bebida durante o seu 

processamento, uma vez que, a composição e a concentração de metabólitos formados durante 

a fermentação dependem da fonte de inóculo, da concentração de carboidrato, do tipo de chá, 

do tempo de fermentação e a temperatura usada. Qualquer mudança nas condições do 

processo de fermentação pode afetar o produto final. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi 

desenvolver e otimizar kombucha de chá verde (Camellia sinensis L.).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

 Desenvolver e otimizar kombucha de chá verde (Camellia sinensis L.).  

 

2.2 Específicos 

  

 Mapear dados bibliográficos sobre processamento e efeitos benéficos da kombucha de 

chá verde; 

 Otimizar o processo de produção da kombucha de chá verde; 

 Analisar os parâmetros físico-químicos e químicos da kombucha de chá verde; 

 Determinar e identificar os compostos fenólicos presentes na kombucha de chá verde; 

 Verificar a atividade antioxidante da kombucha de chá verde; 

 Avaliar o nível de estresse oxidativo da kombucha de chá verde. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Origem e Caracterização da Kombucha  

 

O surgimento histórico da kombucha é marcado no ano de 200 a.C. na China como 

uma bebida dos grandes imperadores utilizada para dar vitalidade e tratar doenças 

gastrintestinais e, desde então, tornou-se um dos mais populares alimentos fermentados 

consumidos no oriente. A kombucha é uma bebida fermentada elaborada com base no chá 

verde (Camellia Sinensis L.) ou oriundo do chá preto com adição de carboidrato de diversas 

fontes, sendo o açúcar proveniente da cana-de-açúcar (sacarose) o mais utilizado (Martinez et 

al., 2018). 

Esta bebida fermentada, resulta de um dos métodos mais antigos de conservação de 

alimentos, bem como é um processo de preservação de energia de baixo custo, essencial para 

garantir a vida e a segurança dos alimentos. Muitas alterações bioquímicas ocorrem durante a 

fermentação e podem afetar a composição nutricional e consequentemente as propriedades do 

produto final, como a bioatividade. Esse bioprocesso é aplicado para a produção e extração de 

compostos bioativos de vegetais em indústrias de alimentos e bebidas (Hur et al., 2014).  

 

Figura 1. Kombucha com adição de SCOBY em processo fermentativo. 

 

Fonte: Soares et al. (2023). 
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Na kombucha é acrescentado um consórcio simbiótico de bactérias acéticas, ácido 

láticas e leveduras osmofílicas em um biofilme que recebe o nome de SCOBY (Symbiotic 

Culture of Bacteria and Yeasts) que serão responsáveis por consumir o carboidrato do chá 

transformando-o em uma bebida naturalmente gaseificada repleta de compostos bioativos, 

ácidos orgânicos e uma expressiva composição de micronutrientes altamente benéficos à 

saúde (Leonarski et al., 2020). 

A produção da kombucha é simples e pode ser feita de forma artesanal ou industrial, 

levando em considerações os ingredientes base e o processo produtivo. A fermentação da 

bebida ocorre de forma natural em condições aeróbicas, durante um período de dias que 

podem variar com influência positiva sobre a sua composição biológica (Primiani et al. 2018).  

A kombucha ganhou imensa popularidade nos últimos tempos devido aos seus 

benefícios para a saúde partindo do seu consumo. Os efeitos desta bebida são aplicados, 

principalmente, pela ação dos ácidos orgânicos, polifenóis e outros metabólitos secundários 

que são produzidos durante a sua fermentação, com impacto no organismo, observando a 

interação dos componentes químicos (Watawana et al., 2017).  

 

3.2 Composição Química  

 

 O conhecimento da composição e propriedades da kombucha é um ponto fundamental 

para o entendimento e a aplicação dos seus atributos, seja nos aspectos sensoriais voltados 

para o consumo ou benefícios em que a bebida fornece à saúde. No entanto, a composição e a 

concentração de compostos presentes no conteúdo da kombucha dependem de algumas 

variáveis como: SCOBY, concentração de carboidrato, tipo de chá, tempo de fermentação e a 

temperatura usada. Qualquer mudança nessas condições do processo de fermentação pode 

afetar o produto final e, consequentemente, alterar a formação dos compostos provenientes da 

fermentação (Kumar; Joshi, 2016). 

Os principais componentes químicos identificados em kombuchas produzidas com chá 

verde e chá preto entre os anos de 2020 a 2023 oriundos de estudos publicados nas fontes de 

dados ScienceDirect e Web of Science podem ser visualizados no Quadro 1. 
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Quadro 1. Principais componentes identificados em kombuchas entre os anos 2020 a 2023. 

AUTOR/ANO ERVA SACAROSE 
TEMPO DE 

FERMENTAÇÃO 
TEMPERATURA COMPONENTE 

Dartora et al. 

(2023) 
Chá verde 25g/L 14 dias 25ºC 

Polifenóis, taninos condensados e ácido 

acético. 

Wang et al. 
(2022) 

Chá verde e 
chá preto 

100g/L 04 dias 25ºC 
Ácido acético, ácido cítrico, ácido málico, 
ácido tartárico e ácido oxálico. 

Noronha et al. 
(2022) 

Chá preto 50g/L 07 dias 25ºC 
Ácido gálico, ácido acético e 
epigalocatequina. 

Cardoso et al. 
(2020) 

Chá verde e 
chá preto 

50g/L 10 dias 25ºC Polifenóis, flavonóides e ácido acético. 

Fonte: ScienceDirect e Scopus (2023) 
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O tipo de erva condiciona a formação de metabólitos gerados durante a fermentação da 

bebida. Esse ponto pode apresentar variação durante seu processo produtivo, mostrando-se 

como uma variável relevante para que o surgimento dos compostos bioativos seja expressivo. 

Existem outros estudos que trabalham com matérias-primas alternativas além do chá verde e 

chá preto na elaboração da kombucha e que, dependendo do vegetal, a concentração de 

determinados metabólitos pode aumentar ou diminuir, tendo influência significativa sobre a 

composição química da bebida (Khosravi, 2019; Wang et al., 2022).  

Além disso, a concentração de carboidrato (sacarose), outra variável de influência 

sobre a kombucha, pode diferir de uma fermentação para outra, o que indica que a via 

metabólica nem sempre ocorre da mesma forma. A composição química, bem como a 

concentração de cada metabólito produzido na kombucha, sempre dependerá da fonte de 

inóculo e assim por diante. Como uma das respostas à concentração de carboidrato, a bebida 

pode expressar teores de álcool diferentes, fazendo necessário sua observação para a 

classificação correta de bebida com ou sem teor alcoólico, conforme legislação (Brasil, 2019; 

Kumar; Joshi, 2016; Wang et al., 2022). 

O tempo e a temperatura de fermentação são outros aspectos que apresentam impacto 

perceptível no processo fermentativo e no surgimento de compostos. Suas influências podem 

expressar aumento ou diminuição de condições diretas, como a acidez e o pH, afetando para 

além da composição química, isto é, podendo refletir nos aspectos sensoriais, de qualidade e 

de estabilidade sobre o produto (Dartora et al., 2023).  

Dentro dessas variações, os componentes químicos expressos na kombucha podem ser 

divididos em classes de polifenóis, flavonóides e de ácidos orgânicos, o que corrobora os 

resultados que são encontrados na maioria dos estudos que trabalham com a identificação 

dessas substâncias (Martinez et al., 2018; Villareal-Soto et al., 2018). 

Os polifenóis identificados na kombucha são substâncias bioativas, amplamente 

encontradas através do metabolismo de vegetais e que desempenham funções essenciais, 

principalmente como agentes antioxidantes. A estrutura dos polifenóis conferem uma 

poderosa capacidade eliminadora de radicais livres, potencial de quebra de cadeia de radicais 

livres e quelação de íons metálicos (Del Campo et al., 2023).  
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Figura 2. Estrutura básica de um polifenol. 

 

Fonte: Del Campo et al. (2023).  

 

Os polifenóis protegem os tecidos e células do corpo contra danos induzidos pelo 

estresse oxidativo através de vários mecanismos, incluindo aumento das atividades das 

enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase, prevenção da esteatose hepática, alterações 

relacionadas ao metabolismo lipídico e modulação da sinalização relacionada ao estresse 

oxidativo (Videla; Valenzuela, 2022). 

A classe dos flavonóides, por sua vez, possuem estrutura básica formada por C6-C3-

C6. Dependendo do número de carbono encontrado na sua estrutura química, lugar e 

combinação dos grupamentos participantes da molécula, os flavonóides podem ser 

classificados em: antocianinas, flavonas, flavonóis, auronas, cauconas, isoflavonas, 

flavononas, catequinas e dihidroflavonois (Villareal-Soto et al., 2018). 

 

Figura 3. Exemplo básico de um flavonoide. 

 

Fonte: Del Campo et al. (2023). 
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 Os flavonóides possuem várias atividades biológicas, como ação anti-inflamatória, 

antiviral, antibacteriana, antialérgica e vasodilatadora, e estão associados à prevenção de 

doenças crônicas, sendo fortes benefícios relatados sobre a ingestão de kombucha (Chen; Liu, 

2021; Villareal-Soto et al., 2018). 

A produção de ácidos orgânicos por meio da fermentação de kombucha proporciona a 

formação de ácidos que impactam sobre o sabor da bebida. Dentro do processo fermentativo 

são formados diversos ácidos como: acético, glucônico, glucurônico, cítrico, L-láctico, 

málico, tartárico, malônico, oxálico, succínico, pirúvico e úsnico, que diminuem o pH e 

protegem a bebida de contaminações (Jayabalan et al., 2014). 

 

3.3 Fermentação da Kombucha 

 

O processo de fermentação da kombucha ocorre de forma natural em condições 

aeróbicas, durante um período que pode variar de 3 a 60 dias. A enzima invertase, produzida 

por algumas leveduras, é responsável por clivar a sacarose em glicose e frutose presente nos 

carboidratos contidos na bebida. As leveduras, por sua vez, convertem a glicose em etanol e 

dióxido de carbono. O dióxido de carbono reage com a água formando ácido carbônico. Esse 

mecanismo fermentativo pode ser observado na Figura 4 (Primiani et al., 2018).  

 

Figura 4. Processo de fermentação da kombucha. 

 

Fonte: Villarreal-Soto et al. (2018) 
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Bactérias e algumas leveduras presentes no processo de fermentação da kombucha 

oxidam parte do etanol, produzindo ácido acético. Além disso, enquanto uma quantidade 

substancial de frutose permanece não fermentada, ácido glucônico e glucurônico são 

produzidos através da oxidação da glicose. Assim, durante a fermentação da kombucha, o pH 

do chá que inicialmente é em torno de 5 diminui, por conta do aumento da concentração de 

ácido acético e outros ácidos orgânicos formados pelo processo (May et al., 2019).  

O pH é outro parâmetro que está ligado ao crescimento bacteriano, impedindo o 

desenvolvimento da maioria dos microrganismos patogênicos. Na kombucha, esse valor 

apresenta-se superior a 3. Além do ácido acético e glucônico, diversos outros metabólitos 

podem ser produzidos durante a fermentação da kombucha, como ácido lático, tartárico e 

cítrico na bebida (Villareal-Soto et al., 2018).  

Concomitantemente, diversos outros fatores podem influenciar na composição e 

concentração dos metabólitos produzidos durante a fermentação, como a concentração de 

carboidrato e chá, temperatura de fermentação, quantidade de oxigênio, CO2 dissolvido, 

fornecimento de precursores e taxa de cisalhamento do fermentador. O resultado do processo 

é uma bebida levemente gaseificada, agridoce e refrescante, composta por diversos ácidos, 

aminoácidos, vitaminas e algumas enzimas hidrolíticas (Watawana et al., 2015; Villareal-Soto 

et al., 2018).  

Embora tenha sido relatado um aumento na atividade antioxidante com um maior 

tempo de incubação, a fermentação prolongada não é recomendada devido ao acúmulo de 

ácidos orgânicos que podem atingir níveis prejudiciais para o consumo humano, tornando 

essencial o seu controle conforme o grau de processamento da bebida. A seleção do tempo da 

duração da fermentação também influencia nos atributos sensoriais do produto final. Um 

período de fermentação entre 6 a 10 dias dará origem a uma bebida refrescante e frutada, 

enquanto que fermentações mais prolongadas resultam em uma bebida com sabor de vinagre 

(Velicanski et al., 2014). 

 

3.4 Chá Verde (Camellia sinensis L.) 

 

O chá produzido a partir das folhas da planta Camellia sinensis L. (chá verde) é uma 

das bebidas não alcoólicas de maior aceitação e a mais consumida no mundo. O chá é 

utilizado na China há aproximadamente três mil anos sendo considerado pelos orientais uma 

bebida saudável e revitalizante. Os chás dessa planta são classificados em três tipos básicos: 
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verde, preto e oolong, sendo diferenciados pelo beneficiamento das suas folhas (Tanaka; 

Kouno, 2003). 

 

Figura 5. Chá com folhas de Camellia sinensis L. 

 

Fonte: Google Imagens (2024). 

 

O chá verde é produzido a partir de folhas frescas da planta, as quais são apenas 

escaldadas e fervidas, ocorrendo uma rápida inativação da enzima polifenol oxidase, o que 

mantém preservado seu teor de polifenóis e o torna mais rico em catequinas e compostos com 

atividades funcionais. O chá preto é derivado de folhas envelhecidas pela oxidação aeróbica 

das catequinas, ocorrendo uma fermentação. Por sua vez, o chá oolong é considerado 

intermediário ou “parcialmente oxidado”, pois é obtido por meio de um processo de 

fermentação mais brando, em que as folhas ficam em repouso de duas a quatro horas, sendo, 

depois, aquecidas para que o processo oxidativo seja interrompido, tendo, assim, um aroma 

menos acentuado que o chá preto (Tanaka; Kouno, 2003).  

No ocidente, ao contrário dos países orientais, o chá mais consumido ainda é o preto, 

embora o consumo de chá verde venha crescendo principalmente devido ao reconhecimento e 

divulgação de suas propriedades funcionais. Em consequência de seus compostos diferenciais 

e de seu sabor menos intenso, relacionado ao seu menor teor de inativação enzimática, o chá 

verde é utilizado como substrato da produção de kombucha (Watawana et al., 2017). 

A composição química do chá verde inclui diversas classes de compostos fenólicos ou 

flavonoides, entre eles os principais presentes são os monômeros de catequinas, além de 

flavonóis e ácidos fenólicos. Também possui cafeína, pigmentos, carboidratos, aminoácidos e 
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micronutrientes como vitaminas do complexo B, vitamina E, vitamina C e minerais como 

cálcio, magnésio, zinco, potássio e ferro (Martinez et al., 2018).  

A atividade antioxidante é uma das propriedades mais conhecidas do chá verde e está 

relacionada à estrutura química das catequinas, sendo apontada como o principal fator 

contribuinte na prevenção do risco de diversas doenças crônico-degenerativas, incluindo 

câncer, doenças cardiovasculares e diabetes mellitus (Malbasa et al., 2008; Chu; Chen, 2006). 

 

3.5 Sacarose 

 

A fonte de carboidrato é essencial no processo fermentativo da kombucha, pois este é 

o substrato utilizado pela cultura simbiótica de bactérias e leveduras (SCOBY). O tipo de 

carboidrato e a proporção adequada é de fundamental importância, onde a quantidade 

excessiva pode resultar em uma bebida mais ácida, podendo até resultar em alterações tanto 

na composição química quanto nas características sensoriais (Jayabalan et al., 2014).  

 Nesse sentido, a sacarose é a fonte de carboidrato mais tradicional utilizado para a 

preparação de kombucha e foi investigada por autores que também mapearam as principais 

vias de conversão da sacarose em componentes químicos presentes na bebida (Watawana et 

al. 2017). 

 A sacarose é um tipo de açúcar encontrado naturalmente em muitas plantas, sendo 

uma forma comum de carboidrato. É um dissacarídeo composto por duas moléculas simples 

de açúcar: glicose e frutose unidas por uma ligação O-glicosídica proveniente da reação entre 

a hidroxila de uma glicose com o carbono anomérico de outra (Lehninger et al., 2018). 

 

Figura 6. Estrutura molecular da sacarose. 

 

Fonte: Lehninger et al. (2018). 
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 Na produção de kombucha, a quebra da sacarose em glicose e frutose representa a 

forma de metabolização do substrato. As leveduras convertem o carboidrato em álcool e 

dióxido de carbono, enquanto as bactérias acéticas produzem novas camadas de celulose no 

SCOBY e metabolizam também o álcool produzido pelas leveduras em ácidos orgânicos, 

aumentando de forma expressiva o teor de ácidos identificados na bebida conforme o tempo 

de fermentação (Jayabalan et al., 2014). 

 

3.6 Aspectos Microbiológicos da Kombucha  

 

A kombucha é obtida a partir da fermentação promovida por um consórcio simbiótico 

formado por bactérias ácido acéticas como as Komagataeibacter, Gluconobacter e espécies 

de Acetobacter; bactérias ácido lácticas como as Lactobacillus e Lactococcus; e 

leveduras como as Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera 

apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii 

e Brettanomyces bruxellensis denominado SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and 

Yeasts)  (Marsh et al., 2014; Watawana et al., 2017).  

O SCOBY é uma simbiose de bactérias e leveduras unidas por uma película 

polimérica de celulose que forma um biofilme flutuante no chá, compondo dois 

compartimentos não mutuamente exclusivos: um líquido e o outro sólido. Todos os 

microrganismos deste consórcio alimentam-se do carboidrato adicionado à bebida (preferindo 

a glicose à frutose). 

 

Figura 7. Consórcio simbiótico SCOBY. 

 

Fonte: Leonarski et al. (2020). 
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A composição microbiana do SCOBY pode variar entre as fermentações, de acordo 

com sua origem, clima, localização geográfica e meio utilizado para o processo de 

fermentação. Apesar disso, há um certo número de espécies que aparece frequentemente na 

maioria das culturas de kombucha. O processo de idenficação desses agentes é complexo, o 

que dificulta sua descrição em alguns estudos (Soares et al., 2023; Watawana et al., 2017). 

Grande parte desses microrganismos têm papéis bem estabelecidos na fermentação da 

kombucha. No entanto, a composição da microbiota pode variar entre muitas espécies e suas 

interações ainda não estão bem caracterizadas. Do ponto de vista da composição microbiana, 

a bebida parece fornecer uma ampla fonte de bactérias probioticas e leveduras, porém mais 

pesquisas ainda precisam ser realizadas para apoiar esse e outros benefícios relatados pelos 

consumidores e comprovar os reais benefícios que a kombucha pode trazer para o organismo 

de seres humanos (Soares et al., 2023; Nguyen et al., 2015). 

Inicialmente, a fermentação ocorre a partir de microrganismos osmotolerantes e depois 

é dominada por espécies tolerantes ao ácido. Devido à coexistência de diversas espécies de 

microrganismos no meio, na kombucha há uma combinação de três tipos de fermentação: 

alcoólica, lática e acética (Villareal-Soto et al., 2018).  

Como resultado de seu metabolismo, produzem álcool e diversos ácidos em 

quantidades variáveis, dependendo do tempo de fermentação e de demais condições do 

cultivo. Com o passar do tempo, o pH do meio é alterado, de aproximadamente 5 para 2,5, o 

que contribui para inibir o crescimento de bactérias potencialmente contaminantes, garantindo 

a presença somente das bactérias probioticas e leveduras do consórcio (Villarreal-Soto et al., 

2018). 

O processo de fermentação leva à formação de um novo biofilme celulósico flutuante 

na superfície do meio devido à atividade de algumas cepas de bactérias. O desenvolvimento 

do biofilme continuará até a síntese atingir seu limite, crescimento até aprisionar todas as 

bactérias, que então se tornarão inativas devido ausência de oxigênio (Nguyen et al., 2015). 

Com isso as bactérias que permanecerem na fase líquida do meio de cultura estarão em 

um estado dormente e poderão ser reativadas e usadas como inóculo em uma nova 

fermentação. O material formado possui alta cristalinidade, resistência à tração, maleabilidade 

e pureza, o que o torna interessante para diversas aplicações biotecnológicas (Marsh et 

al., 2014). 

 

 



29 

 

3.7 Benefícios à Saúde 

 

A popularidade do consumo de kombucha ocorre devido aos seus efeitos benéficos à 

saúde, aumentando o interesse sobre os estudos científicos que indicam os resultados 

positivos na prevenção e/ou tratamento de diversos tipos de doenças. No entanto, é importante 

notar que os achados podem variar conforme seu direcionamento. No Quadro 2 é possível 

visualizar os potenciais benefícios associados à ingestão de kombucha produzidas com chá 

verde e/ou chá preto na fonte de dados MEDLINE/PubMed. 
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Quadro 2. Benefícios sobre a ingestão de kombuchas de chás verde e preto. 

AUTOR/ANO ERVA 
TIPO DE 

ESTUDO 

TEMPO DE 

INTERVENÇÃO 
BENEFÍCIO PRINCIPAIS RESULTADOS 

Mendelson et 

al. (2023). 

Chá 

verde 

Ensaio 

clínico 
56 dias 

Ação 

hipoglicêmica 

↓ significativamente os níveis médios de glicose no sangue em 

jejum em comparação com o valor basal. 

Costa et al. 
(2022) 

Chá 
verde 
e chá 

preto 

Ensaio 
clínico 

70 dias 
Modulação 
intestinal 

↑ da produção de propionato e melhora no crescimento de 
bactérias benéficas como Adlercreutzia 

Moreira et al. 
(2022) 

Chá 
verde 

Ensaio 
clínico 

09 dias 

Tolerância à 

glicose e esteatose 
hepática 

↑ tolerância à glicose, ↓ hiperinsulinemia, ↓ das atividades da 
enzima citrato sintase e fosfofrutoquinase-1, ↓ negativa do 

receptor de ácido biliar acoplado à proteína G, também 
conhecido como TGR5 e expressão do gene do receptor 
farnesol X e esteatose atenuada e hepática deposição de fibras 

de colágeno. 

Cardoso et al. 
(2021) 

Chá 
verde 
e chá 

preto 

Ensaio 
clínico 

56 dias 

Estresse oxidativo, 

inflamação 
hepática, esteatose 

hepática e 
glicemia 

Melhora na glicose, capacidade antioxidante total do plasma, na 
atividade da superóxido dismutase e ↓ a concentração de óxido 

nítrico; ↓ a inflamação sistêmica ao diminuir a relação 
neutrófilos/linfócitos, ↓ tecido adiposo total e os triglicerídeos 

sanguíneos e reverteram a esteatose hepática (de grau 2 para 1), 
além da modulação de genes relacionados à adipogênese e β- 
oxidação 

Wang et al. 
(2021) 

Chá 
verde 

Ensaio 
clínico 

60 dias 
Sepse e atividade 
antinflamatória 

↓ níveis de fator de necrose tumoral-α e interleucinas (IL)-1β e 

IL-6, restaurou os níveis de células T e macrófagos em 
camundongos desafiados com lipopolissacarídeos, aliviou o 

dano histopatológico e inibiu a sinalização de NF-κB em 
camundongos com sepse.  

Wang et al. 

(2014) 

Chá 

preto 

Ensaio 

clínico 
35 dias 

Atividade 

hepatoprotetora 

Inibiram significativamente o aumento de alanina 
aminotransferase, fosfatase alcalina, triglicerídeo e 

malondialdeído. 

Aloulou et al. 
(2012) 

Chá 
preto 

Ensaio 
clínico 

30 dias 
Atividades 

hipoglicêmicas e 
Inibidor das atividades de α-amilase e lipase no plasma e no 
pâncreas e um melhor supressor do ↑ dos níveis de glicose no 
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AUTOR/ANO ERVA 
TIPO DE 

ESTUDO 

TEMPO DE 

INTERVENÇÃO 
BENEFÍCIO PRINCIPAIS RESULTADOS 

antilipidêmicas sangue. ↓ colesterol LDL e triglicerídeos e um ↑ significativo 
no colesterol HDL. ↓ significativas nas atividades da aspartato 
transaminase, alanina transaminase e gama-glicamil 

transpeptidase no plasma, bem como em o conteúdo de 
creatinina e ureia. 

Fonte: MEDLINE/PubMed (2024) 
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As pesquisas que cercam o consumo do kombucha relatam os efeitos e seus principais 

constituintes na saúde. As mudanças bioquímicas que ocorrem durante a fermentação e 

afetam a composição nutricional e, consequentemente, as propriedades do produto final como 

a bioatividade (Kumar; Joshi, 2016). 

As evidências apresentam positividade sobre a ingestão de kombucha na melhora da 

microbiota intestinal e com impacto nos diversos sistemas e condições como: sistema 

imunológico, doenças gastrintestinais, prevenção de câncer, doenças cardiovasculares e 

infecções microbianas, além da bebida possuir propriedades hipoglicêmicas e antilipidêmicas, 

contém expressiva atividade antioxidante e entre outras funcionalidades que variam conforme 

o seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen, 2006; Chen; Liu, 2021; Chu; Malbasa 

et al., 2011; Greenwalt et al., 2000; Ilicic et al., 2012; Malbasa et al., 2008; Yang et al., 

2009). 

A atividade antimicrobiana e antifúngica da kombucha é atribuída ao pH ácido da 

bebida, devido a presença de compostos como os ácidos orgânicos, e principalmente do ácido 

acético e das catequinas, que inibem o crescimento de uma série de microrganismos Gram 

positivos e Gram negativos, como Helicobacter pylori, causador de úlceras pépticas, e 

Escherichia coli, causador da diarreia comum. Substratos para fermentação de kombucha 

contêm antioxidantes que se originaram das folhas de chá (Villareal-Soto et al., 2018).  

Estes são principalmente polifenóis, especialmente catequinas, que pertencem ao 

grupo dos flavonoides. Além de polifenóis, a bebida de kombucha contém vitamina C, B2, B6 

e catalase, que têm uma capacidade de aprisionamento de radicais livres ou podem atuar 

sinergicamente com antioxidantes como o ácido cítrico (Mohammadsshirazi; Kalhor, 2016).  

A presença do ácido glucurônico na kombucha proporciona benefícios à saúde, 

auxiliando na eliminação de impurezas e toxinas prejudiciais à saúde. A conjugação do ácido 

glucurônico com compostos indesejáveis aumenta a sua solubilidade e facilita seu transporte e 

eliminação do corpo. A bebida também fortalece o sistema imunológico, agindo como uma 

bebida probioticas, equilibrando a microbiota gastrointestinal (Jayabalan et al., 2014). 

 

3.8 Legislação e Mercado Consumidor  

 

O mercado de kombucha está em crescimento, impulsionado pelo aumento da 

demanda por produtos alimentícios e bebidas saudáveis. O consumo da bebida tem ganhado 

popularidade em todo o mundo e muitas pessoas produzem a kombucha de forma artesanal 
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com pouco ou praticamente nenhum tipo de controle sobre as características de qualidade, no 

que tange padrões físico-químicos e microbiológicos (Villarreal-Soto et al., 2018).  

Aliado ao grande interesse em ampliar o processo de fermentação para atender às 

demandas da indústria de alimentos, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) lançou para consulta pública, em junho de 2018, as normas que pretendiam 

estabelecer os padrões de identidade e qualidade das kombuchas produzidas e comercializadas 

no país (MAPA, 2018). O resultado foi a Instrução Normativa n° 41/2019, publicada no 

Diário Oficial da União em setembro de 2019. Dessa forma, o Brasil se tornou o primeiro país 

do mundo a possuir uma legislação específica referente a kombucha, exigindo dos fabricantes 

os parâmetros exibidos (Brasil, 2019). 

A instrução normativa preconizou alguns critérios inerentes sobre a bebida, 

apresentando como padrões de identidade e qualidade os parâmetros analíticos de potencial 

hidrogeniônico (2,5 a 4,2), graduação alcóolica (0 a 0,5% v/v sem álcool; 0,6 a 0,8% v/v com 

álcool), acidez volátil (30 mEq/L a 130 mEq/L) e pressão (1,1 atm a 3,9 atm). A legislação 

também autorizou o uso de processos tecnológicos adequados para a produção da kombucha, 

como pasteurização, filtração e ultracentrifugação e veda a adição de microrganismos após o 

processo de fermentação (Brasil, 2019). 

De acordo com Mordor Intelligence Research & Advisory (2023), que cobre o 

relatório, análise e receita global do mercado de kombucha, o aumento na comercialização de 

kombucha deverá crescer de US$ 2,71 bilhões em 2023 para US$ 4,26 bilhões até 2028, com 

um aumento de 9,48% durante o período de previsão (2023-2028). 
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Figura 8. Tamanho do mercado de kombucha.   

 

Fonte: Mordor Intelligence (2023). 

 

Durante o surto da pandemia do COVID-19 ocorreu o fechamento de vários negócios, 

fábricas e armazéns devido ao isolamento social e bloqueios implementados pelo governo de 

vários países como medida e segurança. No entanto, o mercado produtor de kombucha 

registou um aumento significativo na procura, uma vez que as lojas de conveniência e de 

medicamentos permaneceram em funcionamento para oferecer produtos essenciais de saúde 

aos consumidores. Conforme o estudo do Centro Nacional de Informações sobre 

Biotecnologia (NCBI), o consumo de kombucha auxilia no apoio ao sistema imunológico 

devido às suas propriedades antioxidantes, antiinflamatórias e redutoras do colesterol, o que 

impulsionou ainda mais as vendas durante o período pandêmico (Mordor Intelligence, 2023). 

O aumento da consciência sobre a saúde entre os consumidores e a preferência por 

uma hidratação saudável é um fator crucial para impulsionar o mercado. A necessidade de 

complementar a ingestão nutricional diária de micronutrientes para extrair os componentes 

perdidos em hábitos alimentares deficientes impulsionou principalmente as vendas de 

kombucha. Os consumidores estão cada vez mais conscientes das implicações para a saúde 

associadas às categorias de refrigerantes. Assim, os consumidores preocupados estão 

migrando para bebidas saudáveis, como a kombucha e outras bebidas funcionais (Mordor 

Intelligence, 2023).  
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No Brasil, a kombucha tem conquistado espaço nas prateleiras de supermercados, 

lojas de produtos naturais e também em estabelecimentos de alimentos e bebidas 

especializados. Consumidores brasileiros têm demonstrado interesse em opções mais 

saudáveis e alternativas naturais para substituir bebidas açucaradas e processadas (Soares et 

al., 2023). 

A diversificação de sabores e as propriedades à saúde do consumidor de kombucha 

têm contribuído para sua aceitação entre diferentes grupos demográficos. Além disso, a 

crescente preocupação com a saúde intestinal e o aumento da procura por alimentos 

fermentados têm impulsionado o interesse pelo kombucha no Brasil (Soares et al., 2023). 

Nesse panorama, é notável perceber a importância desempenhada pelo consumo de 

kombucha, seus principais benefícios e a grandiosidade que representa a identificação e 

padronização das suas etapas de processamento para a promoção de saudabilidade pela 

ingestão desse alimento, deixando claro a necessidade este estudo.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Período do Estudo e Local da Pesquisa 

 

 O projeto de tese foi desenvolvido durante o quadriênio 2020-2024 nas dependências 

do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Piauí campus Teresina Central 

(IFPI/Central), no Laboratório de Tecnologia de Produtos de Origem Vegetal, Laboratório de 

Bromatologia e Bioquímica de Alimentos e Laboratório de Química de Produtos Naturais; e 

na Universidade Federal do Piauí campus Ministro Petrônio Portella (UFPI/CMPP), no 

Laboratório de Bromatologia e Bioquímica de Alimentos, Laboratório de Compostos 

Antioxidantes, Laboratório de Propriedades Funcionais de Alimentos e Laboratório de 

Estudos Funcionais e Moleculares em Fisiofarmacologia.  

  

4.2 Aquisição das Matéria-Prima 

 

 Os insumos da produção de kombucha como chá verde e carboidrato (açúcar refinado 

de cana-de-açúcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piauí, Brasil em 

um único lote. O consórcio de microrganismos de bactérias e leveduras SCOBY foi adquirido 

em loja virtual do comércio nacional. 

 

4.3 Protocolo Experimental  

 

Foram estudadas 11 condições de fermentação, testando diferentes combinações entre 

quantidade de carboidrato (g) e tempo de fermentação (dias) observados em diferentes 

referências, sendo o experimento definido por meio de um Delineamento Composto Central 

Rotacional 2/2, abrangendo os eixos centrais e axiais (Rodrigues; Iemma, 2014). As Tabelas 1 

e 2 mostram o planejamento experimental adotado. 

 

Tabela 1. Níveis das variáveis propostas no estudo. 
Variáveis -1 0 +1 

Carboidrato (g) 50 75 100 
Tempo (dias) 3 9 15 
Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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Tabela 2. Matriz completa do delineamento experimental. 

Ensaios 
Valores Codificados Valores Reais 

X1 X2 Carboidrato (g) Tempo (dias) 

K1 -1 -1 50 3 
K2 1 -1 100 3 

K3 -1 1 50 15 
K4 1 1 100 15 
K5 -1,41 0 39,64 9 

K6 1,41 0 110,36 9 
K7 0 -1,41 75 0,51 

K8 0 1,41 75 17,49 
K9 0 0 75 9 
K10 0 0 75 9 

K11 0 0 75 9 
Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
 

  

4.4 Preparação da Kombucha 

 

 As bebidas analisadas no estudo foram produzidas conforme a metodologia descrita 

por Cardoso et al. (2020) com algumas modificações. O chá verde das folhas de Camellia 

sinensis L. foi preparado na concentração padrão de 10 gramas de folhas selecionadas 

infundidas em 1L de água mineral com pH 8,34, aquecida a 100ºC e com imersão das folhas 

durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento desligada. Após o período 

infusão, o chá foi filtrado em papel filtro e alocado em recipiente de vidro até atingir 

temperatura ambiente.  

Com o chá nas condições de temperatura ambiental, adicionou-se o carboidrato 

conforme os valores descritos na Tabela 02 e o SCOBY simbiótico de bactérias e leveduras 

como agente de fermentação na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 mL/L do 

chá de iniciação. O tempo de fermentação das kombuchas variaram conforme o protocolo 

mostrado na Tabela 2. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquímica de 

Oxigênio (DBO), marca Quimis, com faixa de trabalho -10ºC a 60ºC, com temperatura 

controlada e fixada em 25ºC. A Figura 9 demonstra o método adotado para a elaboração da 

bebida.  
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Figura 9. Etapas da preparação de kombucha. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

4.5 Caracterização da Kombucha 

 

Os aspectos físicos e físico-químicos da caracterização das bebidas ocorreram 

conforme a metodologia proposta pela AOAC (2005). 

 

4.5.1 Potencial Hidrogeniônico (pH) 

 

O pH das amostras foi determinado utilizando potenciômetro de bancada Mettler-

Toledo®. A calibração do potenciômetro foi ajustada com a solução tampão de pH 4,0 e pH 

7,0. Foram preparadas amostras em triplicata de kombucha contendo 10 mL. Cada amostra foi 

diluída em 50 mL de água destilada e, após a homogeneização, feita a leitura do pH no 

equipamento.  
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4.5.2 Acidez Total Titulável (ATT) 

 

A acidez total titulável foi determinada por titulação onde 1,0 mL da amostra foi 

diluída em 50 mL de água destilada, adicionando 0,3 mL de solução de fenolftaleína 1%, 

prosseguindo com a titulação com solução de hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 N, sob agitação 

até a viragem de cor, sendo aferido o volume gasto da solução de hidróxido de sódio. Os 

resultados foram expressos em miligramas de ácido acético, conforme a Equação 1 (Eq. 1). 

Eq. (1) 

Acidez Total Titulável = V x N x FC x 100                                    
                          P 

 

Onde: 

V = volume da solução de hidróxido de sódio gasto na titulação (mL); 

N = normalidade da solução de hidróxido de sódio; 

FC = fator de correção da solução de hidróxido de sódio; 

P = peso da amostra em grama. 

 

4.5.3 Acidez Volátil (AV) 

  

A separação dos ácidos voláteis para determinação do teor de ácido volátil das bebidas 

aconteceu por meio do método arraste do vapor da água, dividido em duas etapas: destilação e 

titulação. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 20°C e medida em 

100 mL em um balão volumétrico, previamente lavado com água destilada por 

aproximadamente 4 vezes. Foram colocados 300 mL de água destilada no segundo balão do 

aparelho de destilação. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador. Foi 

aquecido a água destilada e a amostra de kombucha a 100ºC.  

Os líquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para 

retirar o gás carbônico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o 

destilado da bebida, juntamente com o vapor da água destilada. Foi recolhido o destilado no 

erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de 

água e gelo. Ao destilado, acrescentou-se 0,3 mL fenolftaleína e titulou-se com hidróxido de 

sódio 0,1 N até o aparecimento da cor rosada. Com os valores das reações, calculou-se os 

resultados expressos em miligramas de ácido acético, conforme a Equação 2 (Eq. 2).  

Eq. (2) 
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Acidez Volátil = V x N x 24 x 100 

                         P x c 
 

Onde: 

V = volume da solução de hidróxido de sódio gasto na titulação (mL); 

N = normalidade da solução de hidróxido de sódio; 

c = fator de correção da solução de hidróxido de sódio; 

P = peso da amostra em grama. 

Na fórmula acima o número 24 corresponde ao produto de N do NaOH x Eq. do ácido 

acético x Fator de conversão de litros para 100 mL x Fator de conversão de g para mg/volume 

da amostra, ou seja, (0,1 x 60 x 0,1 x 1000) / 25. 

 

4.5.4 Sólidos Solúveis Totais (SST) 

 

O teor de sólidos solúveis totais foi determinado utilizando o refratômetro digital da 

marca Nova DR 500®. Para a determinação, utilizou-se 1 mL das amostras em um bécker. O 

aparelho foi calibrado com água destilada a 20 ºC e em seguida a bebida foi adicionada no 

prisma do aparelho para a leitura. A análise ocorreu em triplicata com resultados expressos 

em ºBrix. 

 

4.5.5 Relação Sólidos Solúveis Totais (SST) e Acidez Total Titulável (ATT) 

 

 A relação SST/ATT foi determinado utilizando os resultados de ambas as análises por 

meio da Equação 3 (Eq. 3). 

Eq. (3) 

Relação = SST/ATT               
 

4.5.6 Teor Alcóolico em Volume a 20ºC 

 

 O teor alcoólico foi determinado pelo método de álcool em volume a 20ºC, com 

verificação no picnômetro. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 

20°C e medida em 100 mL em um balão volumétrico, previamente lavado com água destilada 

por aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de água destilada no segundo balão do 

aparelho de destilação. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador. Foi 

aquecido a água destilada e a amostra de kombucha a 100ºC.  
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Os líquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para 

retirar o gás carbônico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o 

destilado da bebida, juntamente com o vapor da água destilada. Foi recolhido o destilado no 

erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de 

água e gelo.  

A densidade relativa do destilado a 20°C foi aferida com o uso de picnômetro de vidro 

com capacidade de 50 mL previamente calibrado com água destilada a 20ºC. O resultado foi 

obtido por meio da Equação 4 (Eq. 4) e expresso em % de álcool em volume por meio de 

tabela de conversão (Anexo 1).  

 

Eq. (4) 

Densidade Relativa = PA - PPS / PAD - PPS 

Onde: 

PA = peso da amostra; 

PPS = peso do picnômetro seco; 

PAD = peso da água destilada. 

 

4.6 Composição Centesimal e Valor Energético Total (VET) 

 

4.6.1 Umidade 

 

A determinação de umidade foi realizada por meio do método gravimétrico. Foram 

pesados 5 mL da amostra em triplicata, em cápsula de porcelana previamente tarada. A 

cápsula com a amostra foi submetida a 105 ºC em estufa (MODEL-1.2, Ribeirão Preto, 

Brasil) até peso constante. O teor de umidade (%) foi obtido pela aplicação da Equação 5 (Eq. 

5). 

Eq. (5)  

Teor de Umidade = N/P x 100 

Onde: 

N = número de gramas de umidade; 

P = número de gramas da amostra. 
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4.6.2 Cinzas 

 

As cinzas foram determinadas por incineração em forno mufla (MA38512, São Paulo, 

Brasil) à temperatura de 550 ºC, sendo os resultados obtidos em porcentagem. Foram pesados 

3 mL da amostra, em triplicata, em cadinho previamente tarado. As amostras foram 

incineradas por 6 horas a 550 ºC. Ao final, os cadinhos com amostra incinerada foram 

dessecados, para esfriar, por 60 minutos ou até total resfriamento e em seguida pesados. O 

teor de cinzas (%) foi obtido pela Equação 6 (Eq. 6).  

Eq. (6) 

Teor de Cinzas = N/P x 100 

Onde: 

N = número de gramas de cinzas; 

P = número de gramas da amostra. 

 

4.6.3 Lipídios  

 

A determinação dos lipídios foi realizada pelo método de Bligh-Dyer (1959), onde 10 

mL de cada amostra foi pesada em um béquer de 250 mL, adicionando 10 mL de clorofórmio 

e 20 mL de metanol. Posteriormente, adicionou-se novamente 10 mL de clorofórmio e 10 mL 

de água destilada, agitando a solução no agitador mecânico da marca Nova Técnica (modelo 

NT 145) por 15 minutos, em capela química.  

O material homogeneizado foi filtrado, utilizando funil de vidro com papel filtro 

contendo sulfato de sódio anidro, em um funil de separação de 500 mL. Após completa 

separação e clarificação, a camada de clorofórmio (inferior) foi recolhida em balão de fundo 

chato com boca esmerilhada de 300 mL previamente tarado.  

As amostras foram evaporadas em rotaevaporador até completa remoção do solvente. 

O balão foi transferido para estufa a 105ºC por uma hora e resfriado em dessecador, com 

posterior aferição de pesos até obtenção de peso constante. Os dados da análise foram 

aplicados na Equação 7 (Eq. 7).  

Eq. (7) 

Lipídios Totais = 100 x N / P 

Onde: 

P = massa da amostra em g; 

N = (massa do balão + massa óleo) – massa do balão. 
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4.6.4 Proteínas 

 

A determinação de proteínas foi realizada pelo método de macro Kjeldahl, o qual teve 

como base a destruição da matéria orgânica (digestão) seguida de destilação, sendo o 

nitrogênio dosado por titulação. Foi utilizado um fator de conversão do teor de nitrogênio 

total em proteínas, considerando o número 5,75 pela matéria prima ser de origem vegetal.  

Para a etapa da digestão, pesou-se de 0,5 mL de amostra em tubos de ensaio 

previamente tarados, sendo este conjunto colocado em tubo digestor juntamente com 7,5 mL 

de ácido sulfúrico concentrado, 4,5g de sulfato de potássio e 0,5g de sulfato de cobre. A 

digestão foi realizada a 350 ºC durante, em média, 4 horas. Em seguida, as amostras foram 

destiladas e tituladas para determinação do nitrogênio e posterior cálculo do conteúdo de 

proteínas, utilizando-se a Equação 8 (Eq. 8). 

Eq. (8) 

Proteína Bruta = (Va - Vb) x F x N x 5,75 x 0,014 x 100 / P 

Onde: 

Va = volume de HCl 0,1N utilizado na titulação; 

Vb = volume de HCl 0,1N consumido pela prova do branco; 

F = fator de correção do HCl 0,1N 

N = normalidade; 

5,75 = fator de transformação do nitrogênio em proteína; 

0,014 = miliequivalente grama do nitrogênio; 

P = peso da amostra em g.  

 

4.6.5 Carboidratos 

 

O teor de carboidratos foi obtido por diferença dos demais constituintes da 

composição centesimal (umidade, cinzas, lipídeos e proteínas). 

 

4.6.6 Valor Energético Total (VET) 

 

O valor calórico das bebidas foi calculado utilizando os fatores de conversão de 

Atwater = (% proteína x 4) + (% lipídeos x 9) + (% carboidratos x 4) (Watt; Merrill, 1963). 
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4.7 Análise de Compostos Fenólicos Totais 

 

4.7.1 Elaboração dos Extratos 

 

Foram preparados kombuchas elaboradas com chá verde em condições de temperatura 

ambiental, adicionando o SCOBY simbiótico de bactérias e leveduras como agente de 

fermentação na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 mL/L do chá de iniciação e 

elaboraram-se três condições de produção de kombuchas, escolhidas em delineamento 

estatístico. As amostras foram divididas em: K1 comportando 110 gramas de sacarose 

fermentada por 9 dias; K2 contendo 75 gramas de sacarose fermentada por 7 dias; e K3 com 

adição de 110 gramas de sacarose fermentada por 7 dias. As bebidas fermentaram em 

incubadora de Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), marca Quimis, com faixa de 

trabalho -10ºC a 60ºC, com temperatura controlada e fixada em 25ºC.  

Os extratos utilizados nas análises foram elaborados com as amostras puras de 

kombuchas, seguindo a metodologia proposta por Rufino et al. (2010) com algumas 

adaptações.  

Foram preparados extratos com as amostras de kombucha seguindo a metodologia 

proposta por Rufino et al. (2010) com algumas adaptações. Os extratos das amostras foram 

preparados colocando 10g da amostra no tubo falcon de 50 mL e acrescentando em seguida 

proporções distintas de reagentes: a) amostra + 8 mL de metanol 50%; b) amostra + 4 mL de 

álcool (70%) + 4 mL de metanol (50%); c) amostra + 2 mL de ácido acético (2,5%) + 6 mL 

de metanol (100%); d) amostra + 4 mL de etanol (100%) + 4 mL de metanol (100%) (Zhou et 

al., 2022).  

O material foi homogeneizado e levado ao ultrassom (Ultra Cleaner 1600) por 30 

minutos, seguindo-se a centrifugação por 15 minutos a 4000 rpm, com posterior recolhimento 

do sobrenadante em um balão, reservando-o. Realizou-se a filtração no papel filtro, 

adicionou-se água destilada para completar 10 mL e foi armazenado a - 6ºC na ausência de 

luz para posterior leitura.   

 

4.7.2 Determinação de Compostos Fenólicos Totais 

 

O conteúdo de compostos fenólicos nos extratos foi determinado por 

espectofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Singleton; Ross, 1965). Uma 

alíquota de 0,1 mL do extrato foi misturada com 2 mL de água milli-Q, 0,5 mL do reagente de 
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Folin-Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de sódio 20% em balão volumétrico de 10 mL e 

completou-se o volume com água milli-Q. Após 2 horas de repouso em ausência de luz e 

temperatura ambiente, efetuou-se a leitura das absorbâncias a 765 nm em espectrofotômetro 

(BEL 1102).  

Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de ácido gálico (EAG) por 

100 g de amostra. A concentração de fenólicos totais foi obtida por meio da interpolação das 

absorbâncias em uma curva padrão de ácido gálico construída previamente.  

 

4.8 Identificação dos Compostos Fenólicos por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA) 

 

A análise foi realizada em cromatógrafo analítico, Shimadzu modelo LC-20 A. 

Controlador CBM-20A, detector UV-visível com arranjo de diodos (PDA), modelo SPD-M20 

A, desgaseificador DGU-20A3, software de soluções CL (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japão) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 × 4,6 mm, 5 μm).  

Os padrões de ácido cinâmico, ácido clorogênico, ácido gálico, ácido quínico, 

apigenina, ácido caféico, crisina, ácido ferúlico, floroglucinal koempferol, luteolina, 

quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich®. Para os solventes da Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA), foram utilizados água 

ultrapura (sistema 18,2 MΩ cm da Elga Purelab Option-Q), acetonitrila e ácido fórmico, grau 

HPLC da marca Vetec®. 

As amostras K1, K2 e K3 e os padrões foram filtrados em cartucho de extração em 

fase sólida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 μm. A eluição 

foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e uma fase móvel de uma mistura 

de água + 0,1% de ácido fórmico (A) + 100% de acetonitrila (B), que foram bombeadas a 

uma vazão de 1,0 mL/min, injeção de 10 μL das amostras na concentração de 1,0 mg/mL e 

temperatura do forno da coluna de 40 °C.  Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm. A 

identificação dos compostos químicos nas frações foi realizada comparando o tempo de 

retenção (Rt) e os espectros de UV com aqueles obtidos pela injeção de padrões preparados 

nas mesmas condições. As amostras passaram previamente por processo de “clean-up” em 

cartucho Chromabond® C18-EC (previamente ativado com metanol). 
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4.9 Avaliação da Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo em Larvas de Tenebrio 

 

 As análises realizadas para a determinação da atividade antioxidante e nível de 

estresse oxidativo das bebidas de kombucha foram conduzidas em modelo experimental de 

larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) como método alternativo na 

utilização de invertebrados, seguindo a metodologia proposta por Souza et al. (2018). Os 

animais foram doados pelo Centro de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal do 

Piauí, campus Ministro Petrônio Portella (UFPI/CMPP). 

 Cerca de 104 animais (n = 104) foram utilizados nos experimentos, divididos entre os 

grupos: controle positivo (Dimetilsulfóxido - DMSO), controle negativo (solução salina), chá 

verde, kombucha 1 (K1), kombucha 2 (K2) e kombucha 3 (K3), observados em dois períodos 

de tempo (24h e 48h) após a aplicação das soluções, como mostra o Quadro 3.  

Quadro 3. Distribuição do número de larvas pelos grupos analisados nos experimentos 

GRUPOS 
INTERVENÇÃO 

DMSO (n) Solução Salina (n) Chá Verde (n) K1 (n) K2 (n) K3 (n) 

24h 10 10 8 8 8 8 

48h 10 10 8 8 8 8 
Fonte: Dados da Pesquisa (2024). N = número de animais por grupo.  

 

4.9.1 Teste de Sobrevivência 

 

 As larvas selecionadas foram inoculadas com as substâncias de controle positivo, 

negativo e as amostras de interesse (kombucha), utilizando uma seringa BD Ultra-Fine™ com 

capacidade de 10 μ. A inoculação foi realizada injetando-se o inóculo na hemocele, no 

segundo ou terceiro esternito visível acima das pernas. 

Cada larva de cada grupo de animais recebeu 1 μL de suspensão contendo a substância 

de avaliação. As concentrações finais são apresentadas em números quando necessário. As 

larvas foram então incubadas a 30 °C em placas de Petri contendo dieta de criação e o número 

de larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 e 48h horas. Para estabelecer a morte das 

larvas, verificamos visualmente a melanização e a resposta aos estímulos físicos tocando-as 

suavemente. Com os dados foram construídas as curvas de sobrevivência. 
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4.9.2 Determinação da Atividade Antioxidante 

 

Larvas de cada grupo foram separadas em tubo falcon de 50 mL específicos para cada 

dia de coleta e eutanasiadas por congelamento em freezer a -20°C, procedendo no dia 

seguinte com a produção do homogenato por maceração em banho de gelo com um 

homogeneizador de tecido. O tampão fosfato de sódio pH 7,4 (PBS) foi utilizado na produção 

desse homogenato na proporção de 500 μL de solução para 150 mg de larva. Cada larva foi 

homogeneizada individualmente e seu respectivo homogenato foi separado e guardado em 

freezer a -80°C até o dia da execução dos procedimentos. 

 

4.9.3 Melanina (Pigmentação) 

 

Centrifugou-se a amostra descongelada do homogenato das larvas a 10.000 rpm por 15 

minutos. Do sobrenadante obtido, coletou-se 100 µL que foram transferidos para uma cubeta 

de acrílico. Após a transferência, adicionou-se 900 µL de PBS na respectiva cubeta. Dada a 

diluição, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um espectrofotômetro 

biospectro SP-220. Para a calibração do espectrofotômetro foi utilizado o PBS como o 

branco. 

 

4.9.4 Catalase 

 

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito por Beutler 

(1975), quantificando a velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) pela 

enzima por meio do decréscimo da densidade óptica a 230 nm a 37°C. Inicialmente, em um 

eppendorf, foi realizada a diluição do homogenato, que consistiu na adição de 10 µL do 

sobrenadante obtido da centrifugação do homogenato das larvas juntamente com 390 µL de 

uma solução tampão denominada Tris HCl 1M EDTA 5 mM pH 8. Posteriormente, o 

comprimento de onda do espectrofotômetro (Bioespectro, SP220) foi ajustado para 230 nm e 

zerado com água destilada, em seguida, realizou-se a leitura do meio de reação (50 μL de 

H2O2 10 nM, 2,5 mL de tampão Tris HCl 1 M EDTA 5 mM pH 8,0 e 48 mL de água Milli-

Q), adicionando 2 mL da solução em uma cubeta de quartzo, observando se a absorbância 

atingia aproximadamente 0,650. 

Em seguida, iniciou-se a leitura das amostras. Foi pipetado, em uma cubeta de quartzo, 

10 µL da diluição do sobrenadante e 2000 µL do meio de reação, sendo então submetidas a 
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leituras da absorbância no tempo 0 e 6 minutos, no espectrofotômetro modelo Bioespectro 

SP220. Uma unidade (U) da catalase correspondeu à atividade da enzima que permitiu a 

hidrólise de 1 µmol de H2O2 por minuto a 37°C em pH 8,0. 

 

4.9.3 Avaliação dos Grupamentos Sulfídricos Não Proteicos (GSHNP) 

 

A medida da concentração de GSHNP ocorreu pela reação entre o radical sulfidrila e a 

substância DTNB, que reagem estequiometricamente e produzem um composto que apresenta 

absorbância em 412 nm. Com uma curva de calibração é possível relacionar a absorbância 

obtida com a concentração de radicais sulfidrilas na amostra.  

Inicialmente foram transferidos 60 μL do homogenato obtido para 1,8 mL de uma 

solução estabilizante e hemolisante composta por 450 μM de EDTA e EGTA. Essa mistura 

foi acidificada pela adição de 115 μL de TCA 60% (p/v) para precipitação de proteínas 

presentes na amostra. Após a precipitação dessas proteínas, restaurou-se o pH da amostra pela 

adição de 250 μL de TRIS a 2M. Após esse processo, deu-se o seguimento com a 

centrifugação da amostra a 5.000 rpm por 3 minutos. 

Em cubetas de acrílico adicionou-se 4 μL de uma solução de DTNB a 3 mM em 

tampão fosfato de potássio 0,2 M pH 6,2, adicionou-se 1 mL da solução obtida após o 

processamento da amostra (sobrenadante), permitindo que a reação entre o DTNB e a solução 

obtida após o processamento permaneça mais que cinco minutos. Realizou-se então a leitura 

espectrofotométrica a 412 nm em espectrofotômetro modelo Bioespectro SP220 (Ellman, 

1959). 

 

4.11 Análise Estatística 

 

Para a análise estatística, foi criado um banco de dados nas plataformas Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS), GraphPad Prisma versão 10 e PROTIMIZA 

Experimental Desing. Os resultados foram tabulados com análise de média e desvio padrão. 

Aplicou-se a análise de variância (ANOVA) e o teste Tukey para verificar a existência de 

diferença significativa entre as médias dos tratamentos. O nível de significância considerado 

foi de 5% (p<0,05) para todos os experimentos. 

 

 

 



49 
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5.3 Artigo Científico III 

 

O manuscrito “Otimização do Processo de Produção de Kombucha de Chá Verde 

(Camellia sinensis L.)” será submetido à revista Applied Science. 

 

Autores: Iraíldo Francisco Soares, Janaína de Carvalho Alves, Robson Alves da Silva 
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RESUMO 

 
Kombucha é uma bebida obtida a partir da fermentação de chá verde adoçado e fermentado 

por uma cultura simbiótica de bactérias e leveduras. O consumo da bebida está atrelado a 
diversos benefícios na saúde humana. Sua produção ocorre de forma artesanal ou industrial, 
onde os processos de produção da kombucha abrem lacunas e aumentam a necessidade de 

pesquisas que padronizem as características da bebida durante o seu processamento, uma vez 
que, a composição e a concentração de metabólitos formados durante a fermentação 

dependem da fonte de inóculo, da concentração de carboidrato, do tipo de chá, do tempo de 
fermentação e a temperatura usada. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi desenvolver e 
otimizar kombucha de chá verde (Camellia sinensis L.). Para o processo de otimização, foram 

utilizadas como variáveis indiretas a quantidade de carboidrato e o tempo de fermentação das 
kombuchas. Um delineamento composto central rotacional com 11 ensaios foi aplicado no 

estudo, trazendo a produção de bebidas com quantidades de carboidrato entre 50 a 110 gramas 
por litro e fermentadas entre 3 a 15 dias. Foram analisados dos 11 ensaios os parâmetros de 
pH, acidez total titulável, acidez volátil, sólidos solúveis totais, relação acidez total/sólidos 

solúveis, acidez volátil/sólidos solúveis e teor alcóolico. Os testes apontaram resultados 
satisfatórios nas análises físico-químicas avaliadas como respostas às condições de 

otimização, sobressaindo com significância às análises de sólidos solúveis totais, relação 
sólido solúveis totais/acidez volátil e teor alcóolico, conforme a regressão. As condições de 
fermentação estudadas para a obtenção da kombucha de chá verde com as variáveis 

independentes de quantidade de carboidrato e tempo de fermentação foram significativas para 
a definição da melhor bebida. O ensaio que combinou a quantidade de carboidrato de 110 

gramas fermentado em 9 dias mostrou-se com as melhores condições sobre o ponto de vista 
tecnológico para a bebida. A composição centesimal das kombuchas apresentou umidade 
adequada e quantidades insignificantes para teor de cinzas, proteínas e lipídios, baixa 

concentração de carboidratos e valor energético total, com a classificação da bebida como 
baixo valor energético. A partir desse estudo, é possível direcionar a produção de kombucha 

para uma investigação assertiva sobre o impacto do consumo da bebida na saúde humana. 
 

Palavras-chave: Fermentação. Bebida. Composição Centesimal. Kombucha.  
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ABSTRACT 

 
Kombucha is a drink obtained from the fermentation of sweetened green tea and fermented by 

a symbiotic culture of bacteria and yeast. The consumption of the drink is linked to several 
benefits on human health. Its production occurs in an artisanal or industrial way, where the 
kombucha production processes open gaps and increase the need for research that 

standardizes the characteristics of the drink during its processing, since the composition and 
concentration of metabolites formed during fermentation They depend on the source of 

inoculum, the carbohydrate concentration, the type of tea, the fermentation time and the 
temperature used. Thus, the objective of this research was to develop and optimize green tea 
kombucha (Camellia sinensis L.). For the optimization process, the amount of carbohydrate 

and the fermentation time of the kombuchas were used as indirect variables. A central 
rotational composite design with 11 tests was applied in the study, resulting in the production 

of beverages with carbohydrate amounts between 50 and 110 grams per liter and fermented 
between 3 and 15 days. The parameters of pH, total titratable acidity, volatile acidity, total 
soluble solids, total acidity/soluble solids ratio, volatile acidity/soluble solids and alcohol 

content were analyzed from the 11 tests. The tests showed satisfactory results in the physical-
chemical analyzes evaluated as responses to the optimization conditions, standing out 

significantly in the analyzes of total soluble solids, total soluble solids/volatile acidity ratio 
and alcohol content, according to the regression. The fermentation conditions studied to 
obtain green tea kombucha with the independent variables of carbohydrate quantity and 

fermentation time were significant for defining the best drink. The test that combined the 
amount of carbohydrate of 110 grams fermented in 9 days proved to be the best conditions 

from a technological point of view for the drink. The proximate composition of the 
kombuchas presented adequate humidity and insignificant amounts for ash, protein and lipid 
content, low concentration of carbohydrates and total energy value, with the drink classified 

as low energy value. From this study, it is possible to direct the production of kombucha 
towards an assertive investigation into the impact of drinking the drink on human health. 

 
Keys words: Fermentation. Drink. Centesimal Composition. Kombucha.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As bebidas funcionais continuam a ser uma categoria em crescimento no mercado de 

alimentos e bebidas devido à crescente demanda dos consumidores por produtos que 

oferecem benefícios adicionais à saúde além de apenas saciar a sede. Nesse nicho, destaca-se 

as kombuchas com seu grande potencial de consumo (Cardoso et al. 2020). 

A kombucha é uma bebida fermentada, obtida a partir da fermentação de chá adoçado, 

por uma cultura simbiótica de bactérias e leveduras (SCOBY). A cultura SCOBY é 

responsável por iniciar a fermentação, transformando o chá adoçado em kombucha por meio 

de um processo de fermentação aeróbica (Leonarski et al., 2020). 

Durante a fermentação, as bactérias e leveduras presentes na cultura SCOBY 

consomem os açúcares presentes no chá, convertendo-os em ácido acético, ácido glucurônico, 

ácido láctico e gases, como o dióxido de carbono. Esse processo resulta em uma bebida 

ligeiramente efervescente, com um sabor característico, que pode variar de ácido a levemente 

adocicado, dependendo do tempo de fermentação e dos ingredientes utilizados (Cardoso et al. 

2020). 

Há algumas evidências que descrevem os efeitos da ingestão de kombucha na melhora 

da microbiota intestinal, sistema imunológico, doenças gastrintestinais, prevenção de câncer, 

doenças cardiovasculares e infecções microbianas, além da bebida possuir propriedades 

hipoglicêmicas e antilipidêmicas, contém expressiva atividade antioxidante e entre outras 

funcionalidades que variam conforme o seu processo produtivo (Aloulou et al., 2012; Chen, 

2006; Chen; Liu, 2000; Greenwalt et al., 2000; Ilicic et al., 2012; Malbasa et al., 2008; Yang 

et al., 2009). 

Nesse sentido, o interesse no consumo de kombucha tem se baseado na busca por um 

estilo de vida mais saudável, com preferência por produtos minimamente processados, sem 

aditivos químicos e com alto valor nutricional. Para este propósito, a kombucha se apresenta 

como uma bebida natural, onde seus componentes nutricionais são diversos com aplicação na 

saúde de maneira integral (Villareal-Soto et al., 2018). 

As variações no processo de produção da kombucha abrem lacunas e aumentam a 

necessidade de pesquisas que padronizem as características da bebida durante o seu 

processamento, uma vez que, a composição e a concentração de metabólitos formados durante 

a fermentação dependem da fonte de inóculo, da concentração de carboidrato, do tipo de chá, 

do tempo de fermentação e a temperatura usada. Qualquer mudança nas condições do 

processo de fermentação pode afetar o produto final. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi 
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desenvolver e otimizar o processo de produção da kombucha de chá verde (Camellia sinensis 

L.).  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Produção de Kombucha de Chá Verde 

 

O processo de desenvolvimento e otimização da kombucha abrangeu a análise de 11 

condições de fermentação, testando diferentes combinações entre quantidade de carboidrato 

(g) e tempo de fermentação (dias), sendo o experimento definido por meio de um 

Delineamento Composto Central Rotacional 2/2, abrangendo os eixos centrais e axiais. A 

Tabelas 1 mostra o planejamento experimental adotado. 

 

Tabela 1 – Matriz completa do delineamento experimental. 

Ensaios 
Valores Codificados Valores Reais 

X1 X2 Carboidrato (g) Tempo (dias) 

K1 -1 -1 50 3 
K2 1 -1 100 3 
K3 -1 1 50 15 

K4 1 1 100 15 
K5 -1,41 0 39,64 9 

K6 1,41 0 110,36 9 
K7 0 -1,41 75 0,51 
K8 0 1,41 75 17,49 

K9 0 0 75 9 
K10 0 0 75 9 

K11 0 0 75 9 
Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

As bebidas analisadas foram produzidas conforme a metodologia descrita por Cardoso 

et al. (2020) com algumas modificações. O chá verde das folhas de Camellia sinensis L. foi 

preparado na concentração padrão de 10 gramas de folhas (Comércio Varejista, Teresina, PI, 

Brasil) selecionadas e infundidas em 1L de água mineral com pH 8,34, aquecida a 100ºC e 

com imersão das folhas durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento 

desligada. Após o período infusão, o chá foi filtrado em papel filtro e alocado em recipiente 

de vidro até atingir temperatura ambiente.  

Com o chá nas condições de temperatura ambiente, adicionou-se o carboidrato 

conforme os valores descritos na Tabela 1 e o SCOBY simbiótico de bactérias e leveduras 

como agente de fermentação na quantidade de 9,5% de m/v, juntamente com 100 ml/L do chá 

de iniciação. O tempo de fermentação das kombuchas variou conforme o protocolo mostrado 

na Tabela 1. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquímica de Oxigênio 

(DBO), marca Quimis, com temperatura controlada e fixada em 25ºC. 
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2.2 Análises Fisico-Químicas 

 

2.2.1 Potencial Hidrogeniônico (pH) 

 

O pH das amostras foi determinado utilizando potenciômetro de bancada Mettler-

Toledo®. A calibração do potenciômetro foi ajustada com a solução tampão de pH 4,0 e pH 

7,0. Foram preparadas amostras em triplicata de kombucha com 10 mL, as quais foram 

diluída em 50 mL de água destilada e, após a homogeneização, feita a leitura do pH no 

equipamento.  

 

2.2.2 Acidez Total Titulável 

 

A acidez total titulável foi determinada por titulação onde 1,0 mL da amostra foi 

diluída em 50 mL de água destilada, adicionando 0,3 mL de solução de fenolftaleína 1%, 

prosseguindo com a titulação com solução de hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 N, sob agitação 

até a viragem de cor, sendo aferido o volume gasto da solução de hidróxido de sódio. Os 

resultados foram expressos em miligramas de ácido acético, conforme a Equação 1 (Eq. 1). 

Eq. (1) 

Acidez Total Titulável = V x N x FC x 100                                    
                          P 

 

Onde: 

V = volume da solução de hidróxido de sódio gasto na titulação (mL); 

N = normalidade da solução de hidróxido de sódio; 

FC = fator de correção da solução de hidróxido de sódio; 

P = peso da amostra em grama. 

  

2.2.3 Acidez Volátil  

 

A separação dos ácidos voláteis para determinação do teor de ácido volátil das bebidas 

aconteceu por meio do método arraste do vapor da água, dividido em duas etapas: destilação e 

titulação. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 20°C e medida em 

100 mL em um balão volumétrico, previamente lavado com água destilada por 

aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de água destilada no segundo balão do 
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aparelho de destilação. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador. Foi 

aquecido a água destilada e a amostra de kombucha a 100ºC.  

Os líquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para 

retirar o gás carbônico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o 

destilado da bebida, juntamente com o vapor da água destilada. Foi recolhido o destilado no 

erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de 

água e gelo. No destilado, acrescentou-se 0,3 mL fenolftaleína e titulou-se com hidróxido de 

sódio 0,1 N até o aparecimento da cor rosada. Com os valores das reações, calculou-se os 

resultados expressos em miligramas de ácido acético, conforme a Equação 2 (Eq. 2).  

Eq. (2) 
Acidez Volátil = V x N x 24 x 100 

                         P x c 
 

Onde: 

V = volume da solução de hidróxido de sódio gasto na titulação (mL); 

N = normalidade da solução de hidróxido de sódio; 

c = fator de correção da solução de hidróxido de sódio; 

P = peso da amostra em grama. 

Na fórmula acima o número 24 corresponde ao produto de N do NaOH x Eq. do ácido 

acético x Fator de conversão de litros para 100 mL x Fator de conversão de g para mg/volume 

da amostra, ou seja, (0,1 x 60 x 0,1 x 1000) / 25. 

 

2.2.4 Sólidos Solúveis Totais (SST) 

 

O teor de sólidos solúveis totais foi determinado utilizando o refratômetro digital da 

marca Nova DR 500®. Para a determinação, utilizou-se 1 mL das amostras em um bécker. O 

aparelho foi calibrado com água destilada a 20 ºC e em seguida a bebida foi adicionada no 

prisma do aparelho para a leitura. A análise ocorreu em triplicata com resultados expressos 

em ºBrix. 

 

2.2.5 Relação Sólidos Solúveis Totais (SST) e Acidez Total Titulável (ATT)  

 A relação SST/ATT foi determinado utilizando os resultados de ambas as análises por 

meio da Equação 3 (Eq. 3). 

Eq. (3) 
Relação = SST/ATT 
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2.2.6 Teor Alcóolico 

 

O teor alcoólico foi determinado pelo método de álcool em volume a 20ºC, com 

verificação no picnômetro. A bebida foi destilada com a temperatura da amostra ajustada a 

20°C e medida em 100 mL em um balão volumétrico, previamente lavado com água destilada 

por aproximadamente 4 vezes. Foi colocado 300 mL de água destilada no segundo balão do 

aparelho de destilação. Incluiu-se um erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador. Foi 

aquecido a água destilada e a amostra de kombucha a 100ºC.  

Os líquidos foram aquecidos no equipamento com a torneira de vapor aberta, para 

retirar o gás carbônico que se encontrava no aparelho. O vapor gerado da amostra arrastou o 

destilado da bebida, juntamente com o vapor da água destilada. Foi recolhido o destilado no 

erlenmeyer de 250 mL na saída do condensador, anteriormente usado e imerso em banho de 

água e gelo.  

A densidade relativa do destilado a 20°C foi aferida com o uso de picnômetro de vidro 

com capacidade de 50 mL previamente calibrado com água destilada a 20ºC. O resultado foi 

obtido por meio da Equação 4 (Eq. 4) e expresso em % de álcool em volume por meio de 

tabela de conversão.  

Eq. (4) 

Densidade Relativa = PA - PPS / PAD - PPS 

Onde: 

PA = peso da amostra; 

PPS = peso do picnômetro seco; 

PAD = peso da água destilada. 

 

2.3 Composição Centesimal e Valor Energético Total (VET) 

 

2.3.1 Umidade 

 

A determinação de umidade foi realizada por meio do método gravimétrico. Foram 

pesados 5 mL da amostra em triplicata, em cápsula de porcelana previamente tarada. A 

cápsula com a amostra foi submetida a 105 ºC em estufa (MODEL-1.2, Ribeirão Preto, 
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Brasil) até peso constante. O teor de umidade (%) foi obtido pela aplicação da Equação 5 (Eq. 

5). 

Eq. (5)  

Teor de Umidade = N/P x 100 

Onde: 

N = número de gramas de umidade; 

P = número de gramas da amostra. 

 

2.3.2 Cinzas 

 

As cinzas foram determinadas por incineração em forno mufla (MA38512, São Paulo, 

Brasil) à temperatura de 550 ºC, sendo os resultados obtidos em porcentagem. Foram pesados 

3 mL da amostra, em triplicata, em cadinho previamente tarado. As amostras foram 

incineradas por 6 horas a 550 ºC. Ao final, os cadinhos com amostra incinerada serão 

dessecados, para esfriar, por 60 minutos ou até total resfriamento e em seguida pesados. O 

teor de cinzas (%) foi obtido pela Equação 6 (Eq. 6).  

Eq. (6) 

Teor de Cinzas = N/P x 100 

Onde: 

N = número de gramas de cinzas; 

P = número de gramas da amostra. 

 

2.3.3 Lipídios  

 

A determinação dos lipídios foi realizada pelo método de Bligh-Dyer (1959), onde 10 

mL de cada amostra foi pesada em um béquer de 250 mL, adicionando 10 mL de clorofórmio 

e 20 mL de metanol. Posteriormente, adicionou-se novamente 10 mL de clorofórmio e 10 mL 

de água destilada, agitando a solução no agitador mecânico da marca Nova Técnica (modelo 

NT 145) por 15 minutos, em capela química.  

O material homogeneizado foi filtrado, utilizando funil de vidro com papel filtro 

contendo sulfato de sódio anidro, em um funil de separação de 500 mL. Após completa 

separação e clarificação, a camada de clorofórmio (inferior) foi recolhida em balão de fundo 

chato com boca esmerilhada de 300 mL previamente tarado.  
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As amostras foram evaporadas em rotaevaporador até completa remoção do solvente. 

O balão foi transferido para estufa a 105ºC por uma hora e resfriado em dessecador, com 

posterior aferição de pesos até obtenção de peso constante. Os dados da análise foram 

aplicados na Equação 7 (Eq. 7).  

Eq. (7) 

Lipídios Totais = 100 x N / P 

Onde: 

P = massa da amostra em g; 

N = (massa do balão + massa óleo) – massa do balão. 

 

2.3.4 Proteínas 

 

A determinação de proteínas foi realizada pelo método de macro Kjeldahl, o qual teve 

como base a destruição da matéria orgânica (digestão) seguida de destilação, sendo o 

nitrogênio dosado por titulação. Foi utilizado um fator de conversão do teor de nitrogênio 

total em proteínas, considerando o número 5,75 pela matéria prima ser de origem vegetal.  

Para a etapa da digestão, pesou-se de 0,5 mL de amostra em tubos de ensaio 

previamente tarados, sendo este conjunto colocado em tubo digestor juntamente com 7,5 mL 

de ácido sulfúrico concentrado, 4,5g de sulfato de potássio e 0,5g de sulfato de cobre. A 

digestão foi realizada a 350 ºC durante, em média, 4 horas. Em seguida, as amostras foram 

destiladas e tituladas para determinação do nitrogênio e posterior cálculo do conteúdo de 

proteínas, utilizando-se a Equação 8 (Eq. 8). 

Eq. (8) 

Proteína Bruta = (Va - Vb) x F x N x 5,75 x 0,014 x 100 / P 

Onde: 

Va = volume de HCl 0,1N utilizado na titulação; 

Vb = volume de HCl 0,1N consumido pela prova do branco; 

F = fator de correção do HCl 0,1N 

N = normalidade; 

5,75 = fator de transformação do nitrogênio em proteína; 

0,014 = miliequivalente grama do nitrogênio; 

P = peso da amostra em g.  
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2.3.5 Carboidratos 

 

O teor de carboidratos foi obtido por diferença dos demais constituintes da 

composição centesimal (umidade, cinzas, lipídeos e proteínas). 

 

2.3.6 Valor Energético Total (VET) 

 

O valor calórico das bebidas foi calculado utilizando os fatores de conversão de 

Atwater = (% proteína x 4) + (% lipídeos x 9) + (% carboidratos x 4) (Watt; Merrill, 1963). 

 

2.3 Análise Estatística 

 

As respostas dos parâmetros analisados foram submetidas à análise de regressão, 

análise de variância (ANOVA) e análise da superfície de resposta pelo programa 

PROTIMIZA e STATISTIC com nível de variância a 5% (p<0,05). As análises de 

composição centesimal e valor calórico total foram interpretadas pelo teste Tukey. O nível de 

significância considerado foi de 5% (p<0,05) para todos os experimentos. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Análise dos Parâmetros Fisico-Químicos de Kombuchas de Chá Verde (Camellia 

sinensis L.)  

 

As kombuchas analisadas apresentaram características organolépticas satisfatórias 

como cor, odor e sabor, quando comparadas ao estudo de Datora et al. (2023), durante todo o 

período de fermentação, compreendendo o intervalo de tempo entre 3 a 15 dias. Foram 

utilizados nos ensaios a quantidade de carboidrato/sacarose de 50 a 110 gramas por litro da 

bebida. Esses parâmetros de tempo e quantidade de carboidrato foram definidos como 

variáveis de influência sobre o processo de otimização. 

Figura 1 – Kombuchas em processo de fermentação. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

O efeito das variáveis independentes no processo de fermentação das kombucha foram 

avaliadas por meios das respostas físico-químicas como pH, acidez total titulável, acidez 

volátil, sólidos solúveis totais, ratio e teor alcóolico, os quais influenciam no padrão final das 

bebidas e possuem forte apelo sobre as características funcionais da kombucha.  

Os valores médios das análises físico-químicas realizadas nos onze ensaios da 

fermentação das kombuchas de chá verde estão expostos na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Valores médios das análises físico-químicas das kombuchas de chá verde. 

ENSAIO 
PARÂMETRO 

X1 X2 pH ATT AV SST RT TA 

K1 -1 -1 3,73 5,20 38,87 5,0 0,13 0,0 
K2 1 -1 3,58 6,24 56,52 7,5 0,11 0,0 
K3 -1 1 3,55 18,03 49,77 7,5 0,36 0,2 

K4 1 1 3,46 27,05 73,58 8,0 0,37 1,06 
K5 -α 0 3,53 8,32 58,35 4,3 0,14 0,0 

K6 +α 0 3,76 9,02 30,13 10,2 0,32 0,3 
K7 0 -α 3,77 6,24 58,27 7,4 0,11 0 
K8 0 +α 3,64 10,41 107,39 8,3 0,10 1,8 

K9 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 1,1 
K10 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 1,1 

K11 0 0 3,63 9,02 34,63 7,5 0,26 1,1 
Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo; pH: potencial hidrogeniônico; 
ATT: acidez total titulável; AV: acidez volátil; SST: sólidos solúveis totais; RT: relação sólidos 
solúveis totais/acidez volátil; TA: teor alcóolico.  

 

3.1.1 pH 

 

 Conforme demostrado na tabela acima, foram estudadas 11 formulações com 

quantidades de carboidrato e tempos de fermentação distintos, trazendo o pH das bebidas com 

valores entre 3,46 a 3,77 (p<0,05). Os valores de pH encontrados no estudo estão em 

conformidade com os padrões propostos pela legislação brasileira para kombucha, entre 2,5 a 

4,2 (BRASIL, 2019) e dentro da faixa considerada segura para consumo humano. Valores de 

pH abaixo de 2,5 apresentam alta concentração de ácido acético, representando risco à saúde 

dos consumidores, enquanto que valores de pH > 4,2 podem comprometer a segurança 

microbiológica da bebida (Cardoso et al., 2020). 

 Datora et al. (2023), ao analisarem o pH de kombuchas de chá verde, produzidas com 

25 gramas de sacarose e fermentadas por 7 dias em temperatura constante de 25ºC, 

encontraram valores de pH inferiores aos encontrados nesse estudo, cerca de 2,92. Cardoso et 

al. (2020) observaram valores de pH de 3,2 para kombuchas de chá verde produzidas com 50 

gramas de sacarose após fermentação por 10 dias a 25°C, resultado semelhante ao encontrado 

nesse estudo.  

 O pH em kombucha mostra-se como uma resposta dependente das condições do 

processo de fermentação, uma vez que as condições da biotransformação da bebida 

modificam esse parâmetro, apresentando importância no quesito de estabilidade do produto. 

Nas formulações das kombuchas, é possível perceber que somente a variável tempo 
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influenciou sobre os valores de pH, como pode-se observar na Tabela 3 com os dados de 

regressão.  

Tabela 3 – Coeficiente de regressão para a resposta pH. 

Fatores 
Coeficiente de 

Regressão 
Erro Padrão t calculado p-valor 

Média 3,60 0,02 165,29 0,0000 

X1     
X1

2     
X2 -0,12 0,03 -4,62 0,0012 

X2
2     

X1. X2     

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo de fermentação. 

 

O resultado mostra que modelo parametrizado é significativo (p<0,05) para otimização 

das respostas a partir dos coeficientes de regressão conforme Equação 9 (Eq. 9). 

Eq. (9) 

Y₂ = 3,60 - 0,12 X₂ 

 

Pela ANOVA (Tabela 4), verificou-se que para pH, o Fcal (F calculado) da regressão 

(21,4) em relação ao resíduo é superior ao Ftab (F tabelado), indicando que o modelo é válido 

e o coeficiente de correlação é aceitável, com modelo explicando 70,36% dos resultados. 

 

Tabela 4 - Analise de variância ANOVA para o parâmetro pH. 
Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc p-valor 

Regressão 0,1 1 0,1 21,4 0,00125 

Resíduos 0,0 9 0,0   

Falta de Ajuste 0,0 7 0,0 201,5 0,00495 

Erro Puro 0,0 2 0,0   

Total 0,2 10    

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R2 = 70,36%. 

 

A falta de ajuste do modelo na Tabela 4 apresentou p=0,00125 e, portanto, 

significativo, elucidando que o pH durante o processo de fermentação das kombuchas sofreu 

influência somente do tempo, sem alterações pelas diferenças de carboidrato (Figura 2). 
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Figura 2 – Relação entre pH e tempo de fermentação. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

 Com o passar do tempo de fermentação, o pH das bebidas declina, como mostra a 

Figura 2. Essa diminuição acontece de forma paralela ao aumento dos ácidos orgânicos que 

são formados no decorrer do tempo de fermentação e pode ser observado na Figura 3 e na 

Figura 4.   

 

3.1.2 Acidez Volátil 

 

 Os resultados para acidez volátil identificados nos ensaios de kombucha foram de 

30,13 a 107,39 (p<0,05), mostrando que os valores estão dentro dos parâmetros propostos 

pela legislação brasileira para acidez volátil, entre 30 a 130 mEq/L (BRASIL, 2019). 

Esses dados estão em sintonia com os achados de Datora et al. (2023) que analisaram 

a acidez volátil de kombuchas de chá verde produzidas com 25 gramas de carboidrato e 

fermentadas por 10 dias na temperatura de 25ºC, encontrando cerca de 78,1 mEq/L.  

O aumento da acidez durante a fermentação da kombucha ocorre geralmente devido à 

produção de ácidos orgânicos, como os ácidos glucurônico, glucônico, lático, málico, cítrico, 

tartárico, fólico, malônico, oxálico e pirúvico (Jayabalan et al., 2014). 

A acidez volátil foi uma das respostas que sofreu influência do tempo de forma linear 

e quadrática. É possível observar os valores da análise de regressão na Tabela 5. 
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Tabela 5 – Coeficiente de regressão para a resposta acidez volátil. 

Fatores Coeficiente de Regressão Erro Padrão t calculado p-valor 

Média 36,60 5,38 6,81 0,0011 
X1     

X1
2     

X2 12,43 4,52 2,75 0,0252 

X2
2 21,27 5,15 4,13 0,0033 

X1. X2     

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo de fermentação 

 

O modelo experimental foi significativo (p<0,05), e excluindo o parâmetro sem 

significância sobre os resultados, foi estabelecido o modelo parametrizado Equação 10 (Eq. 

10). 

Eq. (10) 

Y₄ = 36,60 + 12,43 x₂ + 21,27 x₂² 

 

Pela ANOVA (Tabela 6), verificou-se que para a acidez volátil, o Fcal (F calculado) 

da regressão (12,3) em relação ao resíduo é superior ao Ftab (F tabelado), indicando que o 

modelo é válido e o coeficiente de correlação aceitável, explicando 75,48% dos resultados. 

Tabela 6 - Analise de variância ANOVA para o parâmetro acidez volátil 
Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc p-valor 

Regressão 4032,5 1 2016,3 12,3 0,00361 

Resíduos 1309,9 8 163,7   

Falta de Ajuste 1309,9 6 218,3 ∞  

Erro Puro 0,0 2 0,0   

Total 5342,4 10    

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R2 = 75,48%. 

 

A falta de ajuste do modelo na Tabela 8 apresentou p=0,00361 e, portanto, 

significativo, elucidando que a acidez volátil durante o processo de fermentação das 

kombuchas sofreu influência do tempo de fermentação, de forma linear e quadrático, sem 

alterações pelas diferenças de carboidrato (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Relação entre tempo e acidez volátil. 
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

 Conforme a Figura 3, percebeu-se que a acidez volátil da kombucha declina até o 8º 

dia de fermentação, tendo pico de crescimento constante a partir do 9º dia. Esse fato pode ser 

elucidado pela forma como o processo de biotransformação da bebida acontece. Inicialmente 

a formação de ácidos orgânicos apresenta-se baixa, tendo aumento sobre a ação bioquímica da 

conversão de compostos em ácidos. Os componentes que contribuem para essa formação são 

o teor de açúcares e a quebra do álcool, convertidos em ácidos, predominando o ácido acético 

(Jayabalan et al., 2014).  

 

3.1.3 Sólidos Solúveis Totais 

 

 O teor de sólidos solúveis totais encontrados nos 11 ensaios de kombucha variou entre 

4,3 a 10,2 (p<0,05). Esses dados são expressos principalmente por açúcares e ácidos 

orgânicos e medidos em °Brix na bebida. 

São poucos os estudos que analisam a aceitação sensorial de kombuchas de chá verde, 

mesmo a literatura apresentando uma quantidade significativa de trabalhos sobre a produção 

da bebida. Sensorialmente, grande parte dos consumidores de bebidas optam por opções mais 

adocicadas, principalmente no que se referem as kombuchas. 

Datora et al. (2023) analisaram o mapa sensorial das preferências de consumidores em 

kombuchas de chá verde elaboradas com adição de 50 gramas de carboidrato e fermentadas 
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por 10 dias a 25ºC e relatam que a kombucha ideal foi caracterizada e preferida pelos 

consumidores como doce apresentando cerca de 5 ºBrix na opção escolhida, com sabor suave 

e cheiro suave. A indicação pelos consumidores de sabor suave e doçura no produto ideal 

resultou em aumento de 1,8 no escore de preferência durante a investigação, quando 

comparado com bebidas de teor menor de carboidrato.  

 Nesse contexto, é perceptível que o teor de sólidos solúveis totais das kombuchas 

representa uma variável de influência sobre o seu processo de otimização, levando em 

consideração a preferência do sabor doce. Nisso, observamos que estatisticamente esse 

parâmetro apresentou significância, sofrendo influência do tempo e da quantidade de 

carboidrato inserida na fermentação da bebida durante o seu processo produtivo. Os dados da 

regressão sobre os sólidos solúveis podem ser visualizados na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Coeficiente de regressão para a resposta sólidos solúveis totais. 

Fatores Coeficiente de Regressão Erro Padrão t calculado p-valor 

Média 7,32 0,10 72,68 0,0000 

X1 2,08 0,12 17,64 0,0000 
X1

2     
X2 0,34 0,12 2,85 0,0216 

X2
2     

X1. X2     

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo de fermentação. 

 

O modelo experimental foi significativo (p<0,05), e excluindo o parâmetro sem 

significância sobre os resultados do ajuste final, foi estabelecido o modelo parametrizado 

Equação 11 (Eq. 11). 

Eq. (11) 

Y₁ = 7,32 + 2,08 x₁ + 0,34 x₂ 

 

Para a análise do modelo pela ANOVA (Tabela 8), verificou-se que para os sólidos 

solúveis totais, o Fcal (F calculado) da regressão (159,7) em relação ao resíduo é superior ao 

Ftab (F tabelado), indicando que o modelo é válido e o coeficiente de correlação ótimo, com 

modelo explicando 97,56% dos resultados. 

 

Tabela 8 – Analise de variância ANOVA para o parâmetro sólidos solúveis totais. 
Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc 

p-

valor 
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Regressão 35,7 2 17,8 159,7 0,0000 

Resíduos 0,9 8 0,1   

Falta de Ajuste 0,9 6 0,1 ∞  

Erro Puro 0,0 2 0,0   

Total 36,6 10    

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R2 = 97,56% 

 

A falta de ajuste do modelo na Tabela 8 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo, o 

que pode ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-se 

a hipótese de que a equação do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo gerar 

as superfícies de resposta (Figura 4). 

Figura 4 – Superfície resposta do parâmetro sólidos solúveis totais. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 Conforme observado no gráfico de superfície resposta do parâmetro sólidos solúveis 

totais (Figura 4), é possível perceber que as zonas de coloração mais quente (vermelho-

alaranjado) representam as maiores quantidades de sólidos solúveis identificados nas bebidas, 

enquanto nas zonas menos quentes (verde-amarelado) visualiza-se as menores quantidades.  

 Assim, ao analisar a superfície de resposta para sólidos solúveis, observa-se que não 

há interação entre as variáveis independes (tempo e quantidade de carboidrato) e o que o 

efeito é linear, ou seja, quanto maior o tempo de fermentação e/ou a quantidade de 

carboidrato, maior será o teor de sólidos solúveis. Isso permite inferir que para obter 
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kombucha mais doces o processo poderia ser otimizado com as maiores quantidades de 

carboidrato e tempo de fermentação entre 7 a 15 dias. 

 

3.1.4 Relação Sólidos Solúveis Totais e Acidez Volátil 

 

 A relação sólidos solúveis pela acidez volátil apresentou valores de 0,7 a 0,36 sobre a 

relação do índice de açúcar/ácido (p<0,05), observando sua análise na Tabela 11. 

Tabela 9 – Coeficiente de regressão para a resposta ratio. 

Fatores Coeficiente de Regressão Erro Padrão t calculado p-valor 

Média 0,21 0,02 9,83 0,0000 

X1 0,06 0,02 3,11 0,0144 
X1

2     
X2     

X2
2 -0,06 0,02 -3,12 0,0143 

X1. X2     

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo de fermentação. 

 

Conforme a Tabela 9, o modelo experimental foi significativo (p<0,05) com dados 

parametrizados, excluindo o parâmetro sem significância sobre os resultados do ajuste final, 

estabelecendo a Equação 13 (Eq. 13). 

Eq. (13) 

Y₆ = 0,21 + 0,06 x₁ - 0,06 x₂² 

 

Para a análise do modelo pela ANOVA (Tabela 10), verificou-se que para os sólidos 

solúveis totais, o Fcal (F calculado) da regressão (9,7) em relação ao resíduo é superior ao 

Ftab (F tabelado), indicando que o modelo é válido e o coeficiente de correlação aceitável, 

com modelo explicando 70,79% dos resultados. 

Tabela 10 – Analise de variância ANOVA para o parâmetro ratio. 
Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc p-valor 

Regressão 0,1 2 0,0 9,7 0,00728 

Resíduos 0,0 8 0,0   

Falta de Ajuste 0,0 6 0,0 ∞  

Erro Puro 0,0 2 0,0   

Total 0,0 10    

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R2 = 70,79%. 
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A falta de ajuste do modelo na Tabela 10 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo, 

o que pode ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-

se a hipótese de que a equação do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo 

gerar as superfícies de resposta (Figura 5). 

 

Figura 5 – Superfície resposta para o parâmetro relação SST/AV. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

 Observando o gráfico de superfície resposta do ratio (relação sólidos solúveis e acidez 

volátil), é possível perceber que as melhores respostas encontram-se na faixa entre 100 a 120 

gramas de carboidrato em um tempo a partir de 4 a 7 dias. O ratio apresenta-se como relação 

de significativa importância onde a relação entre a doçura (proveniente dos açúcares) e a 

acidez (proveniente de ácidos orgânicos) afeta o sabor percebido, influenciando a escolha e o 

consumo do produto.  

 

3.1.5 Teor Alcóolico 

 

O teor alcóolico encontrado nas kombuchas de chá verde desse estudo expressou 

valores entre 0,0 a 1,1 %v/v. Estes teores configuram a bebida sem e com álcool, dependendo 

da formulação escolhida, conforme a legislação brasileira que preconiza entre 0,0% a 0,5% 

para kombucha sem álcool e 0,6% a 0,8% para kombucha com álcool (BRASIL, 2019). 

Conhecer o teor alcóolico da bebida pode determinar a aceitação e o direcionamento de 



91 

 

público para consumo do produto e frequência, bem como sua influência sobre as 

características sensoriais da bebida.  

 O estudo de Yan et al. (2024) analisou kombuchas de chá verde produzidas com 150 

gramas de carboidrato/sacarose, fermentadas por 7 dias na temperatura de 25ºC e obteve teor 

alcóolico de 1,83%v/v, valor superior aos teores encontrados nesse estudo. Eles evidenciaram 

que a relação entre maiores quantidades de carboidrato proporcionam formação de maiores 

teores alcóolicos em kombuchas.  

Os resultados das análises das bebidas para a resposta teor alcóolico descrevem uma 

resposta significativa sobre o olhar estatístico, podendo ser observado na Tabela 11 com o 

coeficiente de regressão. 

Tabela 11 – Coeficiente de regressão para a resposta teor alcóolico. 

Fatores Coeficiente de Regressão Erro Padrão t calculado p-valor 

Média 0,95 0,14 7,01 0,0001 
X1     

X1
2 -0,48 0,13 -3,68 0,0062 

X2 0,48 0,11 4,17 0,0031 

X2
2     

X1. X2     

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: X1: carboidrato; X2: tempo de fermentação. 

 

Conforme a Tabela 11 a resposta para teor alcóolico sofreu influência de forma 

quadrática da quantidade de carboidrato e de forma linear do tempo, o modelo experimental 

foi significativo (p<0,05) trazendo para otimização das respostas a partir dos coeficientes de 

regressão, estabelecendo a Equação 14 (Eq. 14). 

Eq. (14) 

Y₅ = 0,95 - 0,48 x₁² + 0,48 x₂ 

 

Para a análise do modelo pela ANOVA (Tabela 12), verificou-se que para teor 

alcóolico o Fcal (F calculado) da regressão (15,5) em relação ao resíduo é superior ao Ftab (F 

tabelado), indicando que o modelo é válido e o coeficiente de correlação aceitável, com 

modelo explicando 79,48% dos resultados. 

 

 

 

Tabela 12 – Analise de variância ANOVA para o parâmetro teor alcóolico. 
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Fonte de 

Variação 

Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc p-valor 

Regressão 3,2 2 1,6 15,5 0,00177 

Resíduos 0,8 8 0,1   

Falta de Ajuste 0,8 6 0,1 463,8 0,00215 

Erro Puro 0,0 2 0,0   

Total 4,1 10    

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). R2 = 79,48. 

 

A falta de ajuste do modelo na Tabela 12 apresentou p<0,05 e, portanto, significativo, 

o que pode ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro tende a zero. Aceitando-

se a hipótese de que a equação do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo 

gerar as superfícies de resposta (Figura 6). 

Figura 6 – Superfície resposta para o parâmetro teor alcóolico. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

É possível observar pela Figura 6 que a variação do teor alcóolico concentrou os 

maiores valores entre as quantidades médias de carboidrato cruzando os maiores tempos 

(dias) de fermentação, podendo ter preferência conforme o grau de doçura da bebida.  

Considerando que as análises realizadas nas kombuchas apresentaram resultados 

significantes (p<0,05), no compilação dos dados, é perceptível a influência que as variáveis 

independentes quantidade de carboidrato e tempo de fermentação representam sobre o 

processo de preparação de kombucha. 
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3.2 Otimização das Bebidas de Kombucha 

 

Os parâmetros de influência direta investigados na produção das kombuchas foram o 

tempo de fermentação e a quantidade de carboidrato. Esses parâmetros influenciaram de 

forma significativa (p<0,05%) as variáveis indireta, tais como os sólidos solúveis totais, a 

relação entre sólidos solúveis totais/acidez volátil e o teor alcoólico. 

Os resultados das análises das bebidas orientaram a escolha da melhor formulação 

entre os 11 ensaios estudados. De acordo com a Instrução Normativa nº 41 (BRASIL, 2019), 

juntamente com as respostas das variáveis indiretas, a formulação K06 foi indicada como o 

melhor ensaio. Esta formulação utilizou um tempo central empregado no delineamento de 9 

dias com a maior quantidade de carboidratos, sendo 110 gramas, alcançando condições 

tecnológicas favoráveis. 

Levando em consideração a redução no tempo de fermentação como fator que 

apresenta impacto sobre a viabilidade econômica e de mercado, otimizou-se o processo e 

apresentou-se, como comparação à melhor formulação apontada pelas análises dos 11 ensaios, 

uma nova bebida, dispondo da maior concentração de carboidrato estudada no delineamento 

(110 gramas) em um período de tempo de 7 dias, denominada K12. 

Após a otimização das bebidas, foi feita uma análise comparativa entre a formulação 

eleita K06, o ensaio do ponto central do delineamento (K09) e uma sugestão de bebida 

otimizada apontada com as respostas do delineamento para um melhor custo-benefício 

aproximando-se dos valores de eleição. Alinhados a esses parâmetros, os ensaios K06 (110 

gramas de carboidrato em 9 dias de fermentação), K09 (75 gramas de carboidrato em 9 dias 

de fermentação) como ponto central e K12 (110 gramas de carboidrato em 7 dias de 

fermentação) foram direcionados para as análises de composição centesimal das bebidas para 

análise e caracterização físico-química das kombuchas.   

 

3.3 Composição Centesimal e Valor Energético Total de Kombuchas de Chá Verde 

(Camellia sinensis L.) 

 

 Os melhores ensaios definidos pelo delineamento experimental mostraram uma bebida 

com aspecto indicativo para uma boa aceitação pelo mercado consumidor. A imagem do 

envase da bebida pode ser visualizado na Figura 8. 
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Figura 7 – Kombucha envasada durante análises. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). 

 

As formulações escolhidas foram submetidas a análise de sua composição centesimal 

e determinação do valor energético total, tendo seus dados mostrados na Tabela 13. 

Tabela 13 – Composição centesimal e valor energético total das kombuchas. 

PARÂMETRO 
ENSAIO 

K6 K9 K12 

UMIDADE 87,92 ± 0,04b 87,86 ± 0,04b 90,17 ± 0,02ª 

CINZAS 0,04 ± 0,01b 0,04 ± 0,00ab 0,05 ± 0,00a 

PROTEÍNAS 0,01 ± 0,00b 0,02 ± 0,00b 0,05 ± 0,00a 

LIPÍDIOS 0,03 ± 0,00b 0,03 ± 0,00b 0,06 ± 0,00a 

CARBOIDRATOS 12,00 ± 0,03ª 12,05 ± 0,05a 9,67 ± 0,02b 

VET* 48,24 ± 0,14a 48,46 ± 0,19a 39,39 ± 0,10b 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Média ± Desvio-padrão. Letras distintas diferem estatisticamente 
(p<0,05). Legenda: *VET - valor energético total. 

 

 Conforme a Tabela 13, o teor de umidade das kombuchas variaram entre 87,86% a 

90,17% nas bebidas (p<0,05). Estudo como o de Cabral e Paula (2021) analisaram kombuchas 

de chá verde produzidas com concentrações de carboidrato entre 50 a 100 gramas por litro, 



95 

 

fermentadas por 10 dias e apresentaram teores entre 90,2% a 96,8%, valores semelhantes aos 

encontrados nas kombuchas analisadas nesse estudo.  

Para Silva et al. (2024) em análise do teor de umidade de kombucha fermentada com 

100 gramas de sacarose por litro no período de 10 dias, encontraram o valor de 95,35, 

superior aos teores encontrados em todos os ensaios analisados nessa pesquisa. 

O teor de umidade na kombucha pode alterar dependendo de fatores como o processo 

de produção e os ingredientes utilizados. No entanto, a kombucha é geralmente composta 

principalmente de água, uma vez que é feita através da fermentação do chá verde, 

apresentando um teor de umidade mais elevado.  

Fazendo um comparativo entre bebidas populares, observamos que o teor de umidade 

variável. A água pura tem um teor de umidade de 100%, pois não contém nenhum outro 

componente além de H2O. Refrigerantes comuns podem ter um teor de umidade de 

aproximadamente 90 a 95%, já que contêm água como ingrediente principal, juntamente com 

açúcar, aromatizantes e outros aditivos (Darkwah et al., 2020).  

O teor de umidade em sucos de frutas geralmente está na faixa de 85 a 95%, 

dependendo do tipo de fruta e de como o suco é processado. Alguns sucos podem ter um teor 

de umidade mais alto se não forem concentrados (Darkwah et al., 2020).  

Outro ponto analisado nas bebidas foi o teor de cinzas, compreendendo entre 0,04% a 

0,05%. A cinza é o resíduo mineral que resta após a queima completa de um material 

orgânico. Em kombucha, os minerais são provenientes dos ingredientes utilizados no chá, 

como as folhas de chá e o açúcar, bem como de qualquer adição de frutas, ervas ou outros 

ingredientes durante a fermentação (Silva et al., 2024).  

O estudo de Silva et al. (2024), analisou uma kombucha elaborada com 100 gramas de 

carboidrato e fermentada por 10 dias apresentou teor de cinzas referente à 0,04%. Esse valor 

está em sintonia com os dados apresentados pelas kombuchas analisadas nesse estudo.  

Em geral, o teor de cinzas em kombucha tende a ser relativamente baixo, uma vez que 

a maior parte dos sólidos minerais é consumida durante o processo de fermentação pelas 

bactérias e leveduras presentes na cultura simbiótica de bactérias e leveduras. No entanto, 

pequenas quantidades de minerais podem permanecer na bebida final, contribuindo para seu 

perfil nutricional (Silva et al. 2024). Os valores médios de cinzas em chá verde varia entre 

0,22% a 1,15% (Silva; Silva; Michelin, 2013). 

Na análise de determinação de proteínas das kombuchas encontrou-se valores entre 

0,01% a 0,05%, mostrando diferença significativa entre os ensaios analisados. É possível 

observar que, no estudo de Cabral e Paula (2021) foram analisadas kombuchas de chá verde e 
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obteve-se teores de proteínas entre 0,1% a 0,2%, acima do encontrado nesse estudo. O autor 

relata que os teores de proteínas foram influenciados pela adição de frutas na fermentação das 

bebidas, o que alterou essa composição.  

A quantidade de proteínas na kombucha geralmente é muito baixa, muitas vezes 

insignificante. A maior parte dos nutrientes presentes na kombucha é proveniente do chá e do 

açúcar que são fermentados durante o processo de fermentação. No entanto, é possível que 

traços mínimos de proteínas possam estar presentes devido à presença de resíduos de matéria 

orgânica ou bactérias presentes no SCOBY. 

O teor de lipídeos ou extrato etéreo das bebidas analisadas nesse estudo variaram entre 

0,03% a 0,06% (p<0,05) nos ensaios analisados. O teor de lipídios em kombuchas é baixo. 

Como resultado do processo de fermentação, que geralmente dura de 7 a 14 dias na grande 

maioria dos estudos, o teor de lipídios tende a ser mínimo. Os lipídios são geralmente 

encontrados em quantidades muito pequenas ou ausentes em bebidas fermentadas como o 

kombucha. 

No entanto, a composição exata do kombucha pode variar dependendo dos 

ingredientes utilizados, do tempo de fermentação, das condições de fermentação e de outros 

fatores. Algumas marcas comerciais de kombucha podem adicionar ingredientes adicionais, 

como sucos de frutas ou óleos essenciais, que podem afetar a composição nutricional, 

incluindo o teor de lipídios. Recomenda-se sempre verificar os rótulos nutricionais para obter 

informações específicas sobre os teores de nutrientes em uma marca específica de kombucha.  

Os carboidratos totais das bebidas de kombucha analisadas nesta pesquisa variaram 

entre 9,67% na kombucha com 7 dias de fermentação; e 12-12,05% nas kombuchas com 9 das 

de fermentação, sendo o nutriente com a maior concentração na composição da bebida. Isso 

ocorre porque o açúcar, especificamente a sacarose, é um dos principais ingredientes na 

produção da kombucha, e seus níveis variam conforme o tempo de fermentação, apresentando 

pico de maior consumo no 7 dia para a produção de ácidos orgânicos (Datora et al., 2023). 

Durante o processo de fermentação, as bactérias e leveduras presentes na cultura 

SCOBY consomem uma parte do açúcar adicionado inicialmente ao chá. Isso resulta na 

produção de ácido acético, ácido glucurônico, ácido láctico e gás carbônico, entre outros 

compostos, e reduz o teor de açúcar na bebida final. No entanto, uma certa quantidade de 

açúcar ainda pode permanecer, dependendo de quanto foi consumido durante a fermentação 

(Cardoso et al. 2020). 

O valor energético total das kombuchas mostraram valores entre 39,39 kcal a 48,46 

kcal, conforme 100 mL do produto. Esses resultados mostram que kombucha é uma bebida 
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conhecida por ter um valor energético relativamente baixo em comparação com muitas outras 

bebidas açucaradas. Isso ocorre porque a fermentação do chá reduz significativamente o teor 

de açúcar, resultando em menos calorias na bebida final. No entanto, o valor energético exato 

pode variar dependendo dos ingredientes específicos e do processo de fabricação de cada 

marca de kombucha. 

Nesse sentido, processo de otimização do kombucha envolve várias etapas e 

considerações para garantir a produção de uma bebida de alta qualidade. Entender as variáveis 

que afetam o processo influencia de forma positiva a determinação das melhores condições de 

produção. Ao otimizar esses aspectos do processo de produção de kombucha, os produtores 

podem garantir uma bebida de alta qualidade, com sabores consistentes e características 

desejáveis. A experimentação e o ajuste contínuo são muitas vezes necessários para atender às 

preferências do consumidor e às demandas do mercado. 

Como aparato de escolha sobre o olhar da composição centesimal, a formulação K12 

sobressaiu-se entre as demais, apresentando as melhores respostas sobre essas análises.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

CONCLUSÕES 

 

 As condições de fermentação estudadas para a obtenção da kombucha de chá verde 

com as variáveis diretas de quantidade de carboidrato e tempo de fermentação foram 

significativas para a definição da melhor bebida.  

Todos os ensaios apresentaram resultados satisfatórios nas análises físico-químicas 

avaliadas como respostas às condições de otimização, sobressaindo com significância às 

análises de sólidos solúveis totais, relação sólido solúveis totais/acidez volátil e teor alcóolico, 

conforme a regressão. 

O ensaio K6, combinou a quantidade de carboidrato de 110 gramas fermentado em 9 

dias, mostrou-se com as melhores condições sobre o ponto de vista tecnológico para a bebida. 

A composição centesimal das kombuchas apresentou umidade adequada e quantidades 

insignificantes para teor de cinzas, proteínas e lipídios, baixa concentração de carboidratos e 

valor energético total para classificação de bebida com baixo valor energético, podendo 

apresentar que a nova formulação apontada pelo delineamento, K12 elaborada com 110 

gramas de carboidrato e fermentada por 7 dias, sobressaiu-se como a melhor sobre o processo 

de otimização.  

O estudo apresenta grande relevância por direcionar a produção de kombucha para 

uma investigação assertiva sobre o impacto do consumo da bebida na saúde humana e valor 

comercial do produto.   
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5.4 Artigo Científico IV 

 

O manuscrito “Identificação de Compostos Fenólicos em Kombuchas de Chá Verde 

(Camellia sinensis L.) Produzidas em Diferentes Condições” será submetido à revista 

Antioxidants. 

 

Autores: Iraíldo Francisco Soares, Maria das Dores Alves de Oliveira, Ana Karine de Oliveira 

Soares, Joaquim Soares da Costa Júnior, Regilda Saraiva dos Reis Moreira-Araújo, Robson 

Alves da Silva 
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RESUMO 

 

A kombucha é uma bebida milenar fermentada por uma cultura simbiótica de bactérias e 
leveduras, resultando em uma bebida ácida e levemente gaseificada com fitoconstituintes 

nutricionais importantes, especialmente compostos fenólicos com propriedades antioxidantes, 
anti-inflamatórias e antimicrobianas. Esses compostos reduzem os riscos de doenças e são de 
grande interesse para os consumidores. O conteúdo da kombucha varia conforme as espécies 

microbianas e as condições de fermentação, como tempo e temperatura, tipo de chá e 
quantidade de carboidrato. A identificação precisa dos compostos fenólicos é crucial para 

garantir a qualidade e a aceitação do produto, além de atender às exigências regulatórias e 
promover segurança para o consumidor. O estudo objetivou identificar compostos fenólicos 
em três kombuchas de chá verde produzidas em diferentes condições. Foram analisados 

quatro extratos das bebidas para a determinação do melhor solvente de extração de compostos 
fenólicos totais pelo método Folin-Ciocalteau. A identificação dos compostos foi realizada 

por cromatografia líquida de alta performance. Como resultado, o conteúdo de compostos 
fenólicos totais não diferiu entre os quatro extratos analisados, sendo escolhida como melhor 
condição a combinação de etanol 100% + metanol 100%, por sua melhor estabilidade para a 

kombucha. Na análise cromatográfica, foram identificados quatro componentes com 
propriedades bioativas: ácido clorogênico, cafeína, rutina e ácido cinâmico. Esses compostos 

desempenham um papel crucial na garantia da qualidade e aceitação do produto, além de 
atender às exigências regulatórias e promover a confiança do consumidor. São necessários 
outros estudos complementares para analisar a quantificação dos compostos nas bebidas 

estudadas, proporcionando assim uma investigação completa do conteúdo alvo. 
  

Palavras-chave: Bebida Funcional. Composição. Fenólicos. Bioatividade.   
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ABSTRACT 

 
Kombucha is an ancient drink fermented by a symbiotic culture of bacteria and yeast, 

resulting in an acidic and lightly carbonated drink with important nutritional 
phytoconstituents, especially phenolic compounds with antioxidant, anti-inflammatory and 
antimicrobial properties. These compounds reduce the risk of disease and are of great interest 

to consumers. The content of kombucha varies depending on the microbial species and 
fermentation conditions, such as time and temperature, type of tea and amount of 

carbohydrate. The accurate identification of phenolic compounds is crucial to ensure product 
quality and acceptance, in addition to meeting regulatory requirements and promoting 
consumer safety. The study aimed to identify phenolic compounds in three green tea 

kombuchas produced under different conditions. Four beverage extracts were analyzed to 
determine the best solvent for extracting total phenolic compounds using the Folin-Ciocalteau 

method. The identification of compounds was carried out by high-performance liquid 
chromatography. As a result, the content of total phenolic compounds did not differ between 
the four extracts analyzed, with the combination of 100% ethanol + 100% methanol being 

chosen as the best condition, due to its better stability for kombucha. In the chromatographic 
analysis, four components with bioactive properties were identified: chlorogenic acid, 

caffeine, rutin and cinnamic acid. These compounds play a crucial role in ensuring product 
quality and acceptance, as well as meeting regulatory requirements and promoting consumer 
confidence. Other complementary studies are needed to analyze the quantification of 

compounds in the studied drinks, thus providing a complete investigation of the target 
content. 

 
Keywords: Functional Beverage. Composition. Phenolics. Bioactivity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A kombucha é uma bebida milenar com grande potencial devido às suas propriedades 

funcionais. A infusão de folhas de chá verde (Camellia sinensis L.) adicionada de açúcar é 

fermentada por uma cultura simbiótica de bactérias e leveduras (SCOBY), resultando em uma 

bebida ácida e levemente gaseificada. A bebida contém fitoconstituintes com relevante valor 

nutricional, dentre os quais se destacam os compostos fenólicos, conhecidos por suas 

características antioxidantes, anti-inflamatórias e sua associação com a diminuição dos riscos 

de diversas doenças (Silva-Júnior et al., 2022). 

Os compostos fenólicos são uma classe de metabólitos secundários derivados de 

plantas, bem reconhecidos por reduzirem os riscos de doenças. Assim, há grande interesse em 

descobrir novas fontes de antioxidantes fenólicos naturais para aplicação na rotina alimentar 

como suplementos dietéticos pelos consumidores e/ou como ingredientes nas indústrias 

alimentícia e farmacêutica (Silva et al., 2019). 

Pesquisas mostraram que o conteúdo de compostos do chá de kombucha variam em 

termos de espécies microbianas e concentração de metabólitos, como ácidos orgânicos, etanol 

e açúcares, vitaminas e componentes bioativos. Além disso, diversas variáveis têm sido 

utilizadas em pesquisas recentes para avaliar os perfis das kombuchas, sendo o tempo e a 

temperatura os parâmetros mais críticos para os bioprocessos (Fabricio et al., 2022; Neffe-

Skocińska et al., 2017). 

Nesse sentido, a identificação de compostos fenólicos apresenta grande importância 

em kombuchas, devido às suas reconhecidas propriedades funcionais, que contribuem 

significativamente para a promoção da saúde e a prevenção de doenças. Esses compostos 

também são responsáveis por diversas características sensoriais, incluindo sabor, aroma e cor, 

influenciando diretamente a qualidade e a aceitação dos produtos pelos consumidores. Além 

disso, o controle dos níveis de fenólicos é essencial para a indústria alimentícia, pois permite a 

padronização e a garantia da estabilidade dos produtos, atendendo às exigências regulatórias e 

de mercado da instrução normativa nº 43/19 (Brasil, 2019; Datora et al., 2023). 

Portanto, a análise precisa do conteúdo desses componentes é crucial para a indústria 

alimentícia, servindo como um parâmetro de autenticidade e pureza, promovendo a confiança 

do consumidor e permitindo uma rotulagem mais precisa sobre os benefícios nutricionais da 

bebida. Neste contexto, o estudo teve como objetivo identificar compostos fenólicos em 

kombuchas de chá verde produzidas em diferentes condições.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Elaboração das Kombuchas 

 

Os insumos da produção de kombucha como chá verde e carboidrato (açúcar refinado 

de cana-de-açúcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piauí, Brasil em 

um único lote. O consórcio de microrganismos de bactérias e leveduras (SCOBY) foi 

adquirido em loja virtual do comércio nacional. 

As bebidas analisadas no estudo foram produzidas conforme a metodologia descrita 

por Cardoso et al. (2020) com algumas modificações. O chá verde das folhas de Camellia 

sinensis L. foi preparado na concentração padrão de 10 gramas de folhas selecionadas 

infundidas em 1L de água mineral com pH 8,34, aquecida a 100ºC e com imersão das folhas 

durante o tempo de 10 minutos com a chama de aquecimento desligada. Após o período 

infusão, o chá foi filtrado em papel filtro e alocado em recipiente de vidro até atingir 

temperatura ambiente.  

Com o chá nas condições de temperatura ambiental adicionou-se o SCOBY simbiótico 

de bactérias e leveduras como agente de fermentação na quantidade de 9,5% de m/v, 

juntamente com 100 mL/L do chá de iniciação e elaboraram-se três condições de produção de 

kombuchas, escolhidas em delineamento estatístico. As amostras foram divididas em: K1 

comportando 110 gramas de sacarose fermentada por 9 dias; K2 contendo 75 gramas de 

sacarose fermentada por 9 dias; e K3 com adição de 110 gramas de sacarose fermentada por 7 

dias. As bebidas fermentaram em incubadora de Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), 

marca Quimis, com faixa de trabalho -10ºC a 60ºC, com temperatura controlada e fixada em 

25ºC.  

 

2.2 Preparação dos Extratos 

 

Foram preparados extratos com as amostras de kombucha seguindo a metodologia 

proposta por Rufino et al. (2010) com algumas adaptações. Os extratos das amostras foram 

preparados colocando 10g da amostra no tubo falcon de 50 mL e acrescentando em seguida 

proporções distintas de reagentes: a) amostra + 8 mL de metanol 50%; b) amostra + 4 mL de 

álcool (70%) + 4 mL de metanol (50%); c) amostra + 2 mL de ácido acético (2,5%) + 6 mL 

de metanol (100%); d) amostra + 4 mL de etanol (100%) + 4 mL de metanol (100%) (Zhou et 

al., 2022).  
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O material foi homogeneizado e levado ao ultrassom (Ultra Cleaner 1600) por 30 

minutos, seguindo-se a centrifugação por 15 minutos a 4000 rpm, com posterior recolhimento 

do sobrenadante em um balão, reservando-o. Realizou-se a filtração no papel filtro, 

adicionou-se água destilada para completar 10 mL e foi armazenado a - 6ºC na ausência de 

luz para posterior leitura.   

 

2.3 Determinação de Fenólicos Totais 

 

O conteúdo de compostos fenólicos nos extratos foi determinado por 

espectofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSS, 1965). Uma 

alíquota de 0,1 mL do extrato foi misturada com 2 mL de água milli-Q, 0,5 mL do reagente de 

Folin-Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de sódio 20% em balão volumétrico de 10 mL e 

completou-se o volume com água milli-Q. Após 2 horas de repouso em ausência de luz e 

temperatura ambiente, efetuou-se a leitura das absorbâncias a 765 nm em espectrofotômetro 

(BEL 1102).  

Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de ácido gálico (EAG) por 

100 g de amostra. A concentração de fenólicos totais foi obtida por meio da interpolação das 

absorbâncias em uma curva padrão de ácido gálico construída previamente.  

 

2.4 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-

PDA) 

 

A análise foi realizada em cromatógrafo analítico, Shimadzu modelo LC-20 A. 

Controlador CBM-20A, detector UV-visível com arranjo de diodos (PDA), modelo SPD-M20 

A, desgaseificador DGU-20A3, software de soluções CL (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japão) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 × 4,6 mm, 5 μm).  

Os padrões de ácido cinâmico, ácido clorogênico, ácido gálico, ácido quínico, 

apigenina, ácido caféico, crisina, ácido ferúlico, floroglucinal koempferol, luteolina, 

quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich®. Para os solventes da Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência Acoplado a Arranjo de Diodo (HPLC-PDA), foram utilizados água 

ultrapura (sistema 18,2 MΩ cm da Elga Purelab Option-Q), acetonitrila e ácido fórmico, grau 

HPLC da marca Vetec®. 
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As amostras K1, K2 e K3 e os padrões foram filtrados em cartucho de extração em 

fase sólida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 μm. A eluição 

foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e uma fase móvel de uma mistura 

de água + 0,1% de ácido fórmico (A) + 100% de acetonitrila (B), que foram bombeadas a 

uma vazão de 1,0 mL/min, injeção de 10 μL das amostras na concentração de 1,0 mg/mL e 

temperatura do forno da coluna de 40 °C.  Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm. A 

identificação dos compostos químicos nas frações foi realizada comparando o tempo de 

retenção (Rt) e os espectros de UV com aqueles obtidos pela injeção de padrões preparados 

nas mesmas condições. As amostras passaram previamente por processo de “clean-up” em 

cartucho Chromabond® C18-EC (previamente ativado com metanol). 

 

2.5 Análise Estatística 

 

 Os dados de compostos fenólicos nos extratos foram analisados pelo método Fatorial, 

analisando as relações entre variáveis para identificar grupos de variáveis que formam 

dimensões latentes (fatores) no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados da análise de determinação de fenólicos totais e a identificação dos 

compostos das bebidas de kombucha estão descritos a seguir. 

 

3.1 Determinação de Compostos Fenólicos Totais 

 

 Os fenólicos totais são uma ampla classe de metabólitos secundários encontrados em 

vegetais, caracterizados por conter pelo menos um anel aromático com um ou mais grupos 

hidroxila ligados diretamente. Esses compostos podem contribuir para a cor, sabor e 

propriedades antioxidantes dos alimentos de origem vegetal. O conteúdo fenólico encontrado 

nos extratos de diferentes kombuchas estão expostos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Análise do perfil de fenólicos totais dos extratos de kombuchas 

AMOSTRA 

EXTRATO (GAE/mg) 

M 

(100%) 

A (70%) + M 

(50%) 

Aa (2,5%) + M 

(100%) 

E (100%) + M 

(100%) 

K1 11,12aA 10,06aA 11,71aA 12,68aA 

K2 10,79aA 8,87aA 11,82aA 11,46aA 

K3 11,45aA 6,95aA 11,13aA 11,43aA 
Fonte: Dados da pesquisa (2024). Legenda: M = metanol; A = álcool; Aa = ácido acético; E = etanol. 
Letras maiúscula comparam linhas e letras minúsculas comparam colunas. 

 

Observando a Tabela 1, os resultados dos extratos das bebidas de kombucha 

apresentaram valores entre 10,06 a 12,68 na K1, 8,87 a 11,82 na K2 e 6,95 a 11,45 na amostra 

K3, respectivamente. Estatisticamente os resultados encontrados não mostraram diferença 

significativas (p<0,05%) quando comparados sobre os seus fatores.  

 Os achados de Datora et al. (2023) com a análise de kombuchas elaboradas com 

adição de 25 gramas de sacarose e fermentadas por 7 dias mostraram resultados maiores, 

cerca de 417,21 (GAE/mg), quando comparados com os valores descritos neste estudo. 

Nos dados de Zheng et al. (2024) em pesquisa com kombuchas produzidas com adição 

de 150 gramas de sacarose e incubadas por 7 dias, foi possível observar teores elevados da 

composição fenólica presente nas bebidas, trazendo o valor de 365,16 (GAE/mg) quando 

comparadas com as identificadas neste estudo.  

 Essas diferenças na composição fenólica da kombucha é altamente influenciada pelo 

tipo de chá utilizado como substrato, que pode variar em termos de origem geográfica, 

método de processamento e variedade da erva (Leal et al., 2018). Além disso, o tempo e as 
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condições de fermentação, como temperatura, pH e a concentração inicial de açúcares, podem 

afetar significativamente a produção de compostos fenólicos (Villarreal-Soto et al., 2018).  

A microbiota específica das culturas de kombucha, que pode diferir entre estudos, 

também desempenha um papel crucial, uma vez que diferentes cepas de bactérias e leveduras 

têm capacidades distintas de biossíntese e degradação de compostos fenólicos (Jayabalan et 

al., 2014). 

As técnicas analíticas utilizadas para quantificação dos compostos fenólicos, incluindo 

o tipo de solvente de extração e os métodos de detecção e quantificação, podem introduzir 

variações nos resultados obtidos (Jayabalan et al., 2014). 

Neste contexto, essas diferenças de teores puderam mostrar que, os dados contidos 

deste estudo não apresentaram diferença significativa quanto ao tipo de extrato elaborado. O 

extrato escolhido para o seguimento da análise de identificação das amostras foi o que 

comportou etanol 100% + metanol 100%. A composição deste extrato entre kombucha e 

reagentes representa maior estabilidade por ser um componente hidroalcóolico polar na 

resposta de extração, quando comparado com os demais solventes, equilibra a polaridade e a 

capacidade de dissolução, maximizando a extração de uma ampla gama de compostos 

fenólicos (Datora et al., 2023).  

 

3.2 Identificação de Compostos Fenólicos por HPLC-PDA 

 

 Os compostos fenólicos identificados nas amostras de kombuchas mostraram a 

presença de alguns componentes. Os extratos analisados obtiveram respostas sobre os 

mesmos compostos, como mostra a Figura 1. Nesta análise, foi possível identificar quatro 

compostos fenólicos no canal de 254 nm, sendo estes a cafeína, a rutina, ácido cinâmico e 

ácido clorogênico. 
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Figura 1. Cromatograma das kombuchas de chá verde. 

 

Fonte: Dadas da pesquisa (2024). Legenda: vermelho: K1; rosa: K2; lilás: K3. 

 

 O tempo de retenção e a localização de cada componente pode ser visualizado nas 

Figuras 2, 3, 4, 5 e 6.   

 

Figura 2. Idenficação de compostos em kombuchas no canal 254 nm. 
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024). 

  

Conforme a Figura 2, todos os componentes identificados na corrida da coluna no 

canal 245 nm foram expressos até o tempo de 20 minutos. Esses dados foram sobrepostos 

sobre os padrões de cada composto para sua efetiva confirmação.   

 O primeiro composto a ser identificado na cromatografia líquida de alta performance 

foi o ácido clorogênico, expresso no tempo de retenção em 10.6 minutos. Sua visualização 

pode ser mostrada na Figura 3.  
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Figura 3. Retenção do composto ácido clorogênico. 
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 Fonte: Dadas da pesquisa (2024). 

 

 O ácido clorogênico é um composto fenólico amplamente distribuído em plantas, 

especialmente em café, frutas e vegetais. Ele é um éster do ácido cafeico e do ácido quínico e 

é conhecido por suas propriedades antioxidantes e potenciais benefícios para a saúde. Possui 

como fórmula molecular C16H18O9 e desempenha efeitos como propriedades antioxidantes, 

ação antinflamatória, controle glicêmico e saúde cardiometabólica (Matsui et al., 2007; 

Suzuki et al., 2006). 

O segundo composto identificado na análise foi a cafeína, com tempo de retenção em 

10,7 minutos. A visualização da sua identificação pode ser observada na Figura 4.  

 

 

 

 

 



112 

 

Figura 4. Retenção do composto cafeína. 
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024). 

 

A cafeína é um alcaloide natural, pertencente ao grupo das xantinas. É conhecida 

principalmente por sua presença no café, mas também é encontrada em chá verde, chocolate, 

bebidas energéticas e alguns medicamentos. Possui como fórmula molecular C8H10N4O2 e 

apresenta alguns benefícios relacionados ao seu uso, como melhora no desempenho cognitivo 

(Einöther; Giesbrecht, 2013), aumento da capacidade física (Guest et al., 2021), propriedade 

antioxidante e redução do risco de doenças neurodegenerativas (Sun; Shahrajabian, 2023).  

O terceiro componente identificado na análise foi a rutina, com tempo de retenção em 

13,7 minutos. A visualização da sua identificação pode ser observada na Figura 5.  
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Figura 5. Retenção do composto rutina. 
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024). 

 

A rutina, também conhecida como vitamina P, rutosídeo ou quercetina-3-O-rutinósido, 

é um bioflavonóide glicósido que é encontrado em várias plantas, chás, trigo sarraceno, frutas 

cítricas e folhas de eucalipto, tem fórmula molecular C27H30O16. É um composto químico 

conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatória, com ação sobre a saúde 

cardiovascular e prevenção das desordens neurodegenerativas (Pandey et al., 2021). 

A rutina pode ser considerada um agente anticancerígeno seguro, com poucos ou 

limitados efeitos colaterais (como MDR (resistência a múltiplos medicamentos)) em 

comparação com outras terapias contra o câncer, incluindo cirurgia, terapia com células-

tronco, radioterapia, quimioterapia/imunoterapia, e terapia fotodinâmica (Pandey et al., 2021).  

O quarto componente identificado na análise foi o ácido cinâmico, com tempo de 

retenção em 14,9 minutos. A visualização da sua identificação pode ser observada na Figura 

6.  
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Figura 6. Retenção do composto ácido cinâmico. 
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Fonte: Dadas da pesquisa (2024). 

 

O ácido cinâmico é um composto químico presente em diversos vegetais. É conhecido 

por seu aroma característico que lembra a canela e possui propriedades antimicrobianas, 

antioxidantes e anti-inflamatórias. O ácido cinâmico é um composto versátil com múltiplas 

aplicações, principalmente devido à sua estrutura química que permite uma variedade de 

reações químicas e sua presença natural em várias plantas aromáticas (Lakshmi et al., 2009). 

O componente possui efeitos secretagogos de insulina. Esta dupla atividade do ácido 

cinâmico na sinalização e secreção da insulina revela-o como um composto prototípico ideal 

para estudos estruturais e funcionais. Em conclusão, levantamos a hipótese de que o ácido 

cinâmico ativa o transporte de glicose mediado por insulina através do envolvimento do 

GLUT4, mas através de uma via independente de PI3-K, em miotubos L6 (Lakshmi et al., 

2009). 

Os componentes identificados nas bebidas de kombucha relacionam-se sobre diversos 

aspectos que tangem a saúde, tendo grande aplicabilidade sobre atividade antioxidante, 
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antimicrobiana e antinflamatória, podendo assim ter seu consumo regulado à saúde e a 

prevenção e tratamento de doenças crônicas não transmissíveis.   
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4 CONCLUSÃO 

 

 Foi possível notar que o conteúdo de compostos fenólicos totais não diferiu entre os 

extratos das três bebidas analisadas. A cromatografia líquida de alta performance identificou 

quatro tipos diferentes de compostos fenólicos com propriedades bioativas e aplicação na 

saúde, desempenhando neste trabalho um papel crucial para garantir a qualidade e a aceitação 

do produto, além de atender às exigências regulatórias e promover a confiança do 

consumidor. É necessário outros estudos complementares para analisar a quantificação dos 

compostos nas bebidas analisadas, fazendo assim uma completa investigação no conteúdo 

alvo.  
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5.5 Artigo Científico V 

 

O manuscrito “Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo de Chá Verde (Camellia 

Sinensis L.) e Kombuchas de Chá Verde em Modelo Pré-Clínico de Larvas de Tenebrio 

Molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)” será submetido à revista Nutrients. 

 

Autores: Iraíldo Francisco Soares, José Moreira Tavares Neto, Joyce Lopes Macedo, Daniel 

Dias Rufino Arcanjo, Robson Alves da Silva 
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RESUMO 

 

O chá verde é uma das bebidas mais populares em todo o mundo, conhecido por seus 
potenciais benefícios à saúde e sua expressiva capacidade antioxidante. A kombucha, bebida 

fermentada derivada do chá verde, apresenta uma diversidade de funcionalidades, despertando 
interesse em pesquisas que investiguem a interação de seu consumo na saúde. Com isso, este 

trabalho propôs analisar a atividade antioxidante e o estresse oxidativo do chá verde e de 
kombuchas de chá verde em um modelo pré-clínico usando larvas de Tenebrio molitor. Foram 
investigados o chá verde e três bebidas de kombucha produzidas em diferentes condições, 

utilizando como controle positivo o dimetilsulfóxido e como controle negativo a solução 
salina, observando suas respostas em relação à taxa de sobrevivência, produção de melanina, 

atividade da catalase e grupamento sulfídrico não proteico. Utilizaram-se 104 animais, 
divididos em quatro grupos, analisando seus resultados em dois períodos distintos, 24 horas e 
48 horas após a aplicação. Os resultados mostraram uma taxa de sobrevivência superior a 

50% nos grupos de chá verde e kombucha, confirmando a ausência de toxicidade nas bebidas. 
Além disso, foram observadas a produção de melanina, a atividade da enzima catalase e a 

avaliação dos grupamentos sulfídricos não proteicos com respostas pró-oxidante e 
antioxidante. Os resultados obtidos auxiliaram no desenvolvimento da pesquisa, fornecendo 
informações valiosas sobre os potenciais benefícios antioxidantes dessas substâncias e como 

elas podem afetar organismos vivos. Esses dados podem ajudar no compartilhamento de 
informações para outros estudos sobre a segurança e eficácia dessas bebidas. 

 
Palavras-chave: Chá verde. Kombucha. Bebida. Pró-oxidante. Antioxidante.   
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ABSTRACT 

 
Green tea is one of the most popular drinks around the world, known for its potential health 

benefits and significant antioxidant capacity. Kombucha, a fermented drink derived from 
green tea, has a variety of functionalities, arousing interest in research that investigates the 
interaction of its consumption on health. Therefore, this work proposed to analyze the 

antioxidant activity and oxidative stress of green tea and green tea kombuchas in a pre-clinical 
model using Tenebrio molitor larvae. Green tea and three kombucha drinks produced under 

different conditions were investigated, using dimethyl sulfoxide as a positive control and 
saline solution as a negative control, observing their responses in relation to survival rate, 
melanin production, catalase activity and non-hydrogen sulfide group. protein. 104 animals 

were used, divided into four groups, analyzing their results in two different periods, 24 hours 
and 48 hours after application. The results showed a survival rate of more than 50% in the 

green tea and kombucha groups, confirming the absence of toxicity in the drinks. 
Furthermore, the production of melanin, the activity of the catalase enzyme and the evaluation 
of non-protein hydrogen sulfide groups with pro-oxidant and antioxidant responses were 

observed. The results obtained helped in the development of research, providing valuable 
information about the potential antioxidant benefits of these substances and how they can 

affect living organisms. This data can help share information for other studies on the safety 
and effectiveness of these drinks. 
 

Keywords: Green tea. Kombucha. Drink. Pro-oxidant. Antioxidant.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O chá verde é uma das bebidas com maior popularidade em todo o mundo, conhecido 

por seus potenciais benefícios à saúde e sua expressiva propriedade antioxidante. É uma 

bebida originária da China, sendo feita a partir das folhas não fermentadas da planta Camellia 

sinensis L. Com o chá verde, é possível elaborar outros produtos, como a kombucha, que 

possui essa matéria prima na sua elaboração (Zhou et al., 2024).   

A kombucha de chá verde é produzida através da fermentação do chá verde adoçado 

por uma cultura simbiótica de bactérias e leveduras (SCOBY). Durante o processo de 

fermentação, as bactérias e leveduras presentes na SCOBY consomem o açúcar e os 

compostos presentes no chá verde, produzindo ácidos orgânicos, vitaminas, enzimas e uma 

pequena quantidade de álcool (Cardoso et al., 2020). 

A bebida tem sido objeto de interesse crescente por vários consumidores devido aos 

seus efeitos benéficos na saúde, que combinam os benefícios do chá verde com as 

propriedades encontradas da kombucha. Um dos pontos de interesse sobre a análise dessa 

bebida é a sua atividade antioxidante e a diminuição sobre o estresse oxidativo proveniente da 

kombucha e que agregam seus efeitos na diminuição da prevalência de várias doenças 

(Villarreal-Soto et al., 2018; Yan et al., 2024). 

Como critério de avalição, a análise dos efeitos toxicológicos da bebida torna-se 

essencial para sua indicação e consumo. Uma das formas de avaliar essa variável é a 

utilização de insetos como alternativa valiosa para analisar preliminarmente a toxicidade in 

vivo e mapear resultados sobre a sua interação. Os insetos são prolíficos, baratos e podem ser 

manipulados por pessoal não treinado. Além disso, a sua utilização é menos suscetível a 

preocupações éticas e não é regulamentada pela legislação nacional (Machona et al., 2024). 

Um dos animais utilizados na avaliação dessa análise são as larvas de Tenebrio, que 

são consideradas como um modelo pré-clínico, usado na fase inicial de pesquisa para entender 

a eficácia, segurança e toxicidade de substâncias em desenvolvimento antes que sejam 

testadas em seres humanos. As larvas de Tenebrio podem ser utilizadas em uma variedade de 

estudos, incluindo aqueles relacionados à toxicologia, farmacologia, biologia celular e 

molecular, alimentação humana e entre outros campos (Souza et al., 2018). 

Nesse contexto, observando que a necessidade da investigação sobre a interação da 

ingestão de kombucha na saúde é de grande importância para a indicação de consumo da 

bebida, o objetivo desse trabalho foi analisar a atividade antioxidante e estresse oxidativo de 

chá verde e kombuchas de chá verde em modelo pré-clínico de larvas de Tenebrio Molitor.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Aquisição da Matéria-Prima 

 

Os insumos da produção de kombucha como chá verde e carboidrato (açúcar refinado 

de cana-de-açúcar/sacarose) foram obtidos no comércio varejista de Teresina, Piauí, Brasil em 

um único lote. O consórcio de microrganismos de bactérias e leveduras (SCOBY) utilizado 

para mediar o processo de fermentação das kombuchas foi adquirido em loja virtual do 

comércio nacional. 

 

2.2 Produção do Chá Verde 

 

 O chá verde das folhas de Camellia sinensis L. foi preparado na concentração padrão 

de 10 gramas de folhas selecionadas infundidas em 1L de água mineral com pH 8,34, 

aquecida a 100ºC e com imersão das folhas durante o tempo de 10 minutos com a chama de 

aquecimento desligada. Após o período de infusão, o chá foi filtrado em papel filtro e alocado 

em recipiente de vidro para equilíbrio da temperatura ambiente. 

 

2.3 Preparação das Kombuchas de Chá Verde 

 

 Foram produzidas três kombuchas com diferentes condições de fermentação, 

apresentando como diferenças a quantidade de carboidrato e o tempo de fermentação, 

parâmetros definidos em estudo anterior. As bebidas foram divididas em três grupos, K1: 110 

gramas de carboidrato fermentada por 09 dias; K2: 75 gramas de carboidrato fermentada por 

09 dias; e K3: 110 gramas de carboidrato fermentada por 07 dias.  

Com o chá produzido, adicionou-se o carboidrato conforme as concentrações descritas 

e o SCOBY simbiótico de bactérias e leveduras como agente de fermentação na quantidade de 

9,5% de m/v, juntamente com 100 mL/L do chá de iniciação. O tempo de fermentação das 

kombuchas variaram conforme o protocolo. As bebidas fermentaram em incubadora de 

Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), marca Quimis, com faixa de trabalho -10ºC a 

60ºC, com temperatura controlada e fixada em 25ºC. 
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2.4 Avaliação da Atividade Antioxidante e Estresse Oxidativo em Larvas de Tenebrio 

 

 As análises realizadas para a determinação da atividade antioxidante e nível de 

estresse oxidativo das bebidas de kombucha foram conduzidas em modelo experimental de 

larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) como método alternativo na 

utilização de invertebrados (Souza et al., 2018). Os animais foram doados pelo Centro de 

Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Piauí, campus Ministro Petrônio 

Portella (UFPI/CMPP). 

 Cerca de 104 animais (n = 104) foram utilizados nos experimentos, divididos entre os 

grupos: controle positivo (Dimetilsulfóxido - DMSO), controle negativo (solução salina), chá 

verde, kombucha 1 (K1), kombucha 2 (K2) e kombucha 3 (K3), observados em dois períodos 

de tempo (24h e 48h) após a aplicação das soluções, como mostra o Quadro 1.  

Quadro 1 – Distribuição do número de larvas pelos grupos analisados. 

GRUPOS 
INTERVENÇÃO 

DMSO (n) Solução Salina (n) Chá Verde (n) K1 (n) K2 (n) K3 (n) 

24h 10 10 8 8 8 8 

48h 10 10 8 8 8 8 
Fonte: Dados da Pesquisa (2024). N = número de animais por grupo. 

 

Com as amostras, foram analisadas a taxa de sobrevivência, a produção de melanina, 

atividade da enzima catalase e a avaliação dos grupamentos sulfídricos não proteicos. 

 

2.4.1 Teste de Sobrevivência 

 

 As larvas selecionadas foram inoculadas com as substâncias de controle positivo, 

negativo e as amostras de interesse (chá verde e kombuchas), utilizando uma seringa BD 

Ultra-Fine™ com capacidade de 10 μ. A inoculação foi realizada injetando-se o inóculo na 

hemocele, no segundo ou terceiro esternito visível acima das pernas. 

Cada larva de cada grupo de animais recebeu 1 μL de suspensão contendo a substância 

de avaliação. As concentrações finais são apresentadas em números quando necessário. As 

larvas foram então incubadas a 30 °C em placas de Petri contendo dieta de criação e o número 

de larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 e 48h horas. Para estabelecer a morte das 

larvas, verificaram-se visualmente a melanização e a resposta aos estímulos físicos tocando-as 

suavemente. Com os dados, foram construídas as curvas de sobrevivência. 
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2.4.2 Determinação da Atividade Antioxidante 

 

Larvas de cada grupo foram separadas em tubo falcon de 50 mL específicos para cada 

dia de coleta e eutanasiadas por congelamento em freezer a -20°C, procedendo no dia 

seguinte com a produção do homogenato por maceração, em banho de gelo, com um 

homogeneizador de tecido. O tampão fosfato de sódio pH 7,4 (PBS) foi utilizado na produção 

desse homogenato na proporção de 500 μL de solução para 150 mg de larva. Cada larva foi 

homogeneizada individualmente e seu respectivo homogenato foi separado e guardado em 

freezer a -80°C até o momento da execução dos procedimentos. 

 

2.4.3 Melanina (Pigmentação) 

 

Centrifugou-se a amostra descongelada do homogenato das larvas a 10.000 rpm por 15 

minutos. Do sobrenadante obtido, coletou-se 100 µL que foram transferidos para uma cubeta 

de acrílico. Após a transferência, adicionou-se 900 µL de PBS na respectiva cubeta. Dada a 

diluição, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um espectrofotômetro 

biospectro SP-220. Para a calibração do espectrofotômetro foi utilizado o PBS como o 

branco. 

 

2.4.4 Catalase 

 

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito por Beutler 

(1975), quantificando a velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) pela 

enzima por meio do decréscimo da densidade óptica a 230 nm a 37°C.  

Inicialmente, em um eppendorf, foi realizada a diluição do homogenato, que consistiu 

na adição de 10 µL do sobrenadante obtido da centrifugação do homogenato das larvas 

juntamente com 390 µL de uma solução tampão denominada Tris HCl 1M EDTA 5 mM pH 

8. Posteriormente, o comprimento de onda do espectrofotômetro (Bioespectro, SP 220) foi 

ajustado para 230 nm e zerado com água destilada, em seguida, realizou-se a leitura do meio 

de reação (50 μL de H2O2 10 nM, 2,5 mL de tampão Tris HCl 1 M EDTA 5 mM pH 8,0 e 48 

mL de água Milli-Q), adicionando 2 mL da solução em uma cubeta de quartzo, observando se 

a absorbância atingia aproximadamente 0,650. 

Após, iniciou-se a leitura das amostras. Foi pipetado, em uma cubeta de quartzo, 10 

µL da diluição do sobrenadante e 2000 µL do meio de reação, sendo então submetidas a 
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leituras da absorbância no tempo 0 e 6 minutos, no espectrofotômetro modelo Bioespectro SP 

220. Uma unidade (U) da catalase correspondeu à atividade da enzima que permitiu a 

hidrólise de 1 µmol de H2O2 por minuto a 37°C em pH 8,0. 

 

2.4.5 Avaliação dos Grupamentos Sulfídricos Não Proteicos (GSHNP) 

 

A medida da concentração de GSHNP ocorreu pela reação entre o radical sulfidrila e a 

substância DTNB, que reagem estequiometricamente e produzem um composto que apresenta 

absorbância em 412 nm. Com uma curva de calibração é possível relacionar a absorbância 

obtida com a concentração de radicais sulfidrilas na amostra.  

Inicialmente foram transferidos 60 μL do homogenato obtido para 1,8 mL de uma 

solução estabilizante e hemolisante composta por 450 μM de EDTA e EGTA. Essa mistura 

foi acidificada pela adição de 115 μL de TCA 60% (p/v) para precipitação de proteínas 

presentes na amostra. Após a precipitação dessas proteínas, restaurou-se o pH da amostra pela 

adição de 250 μL de TRIS a 2M. Após esse processo, deu-se o seguimento com a 

centrifugação da amostra a 5.000 rpm por 3 minutos. 

Em cubetas de acrílico adiciona-se 4 μL de uma solução de DTNB a 3 mM em tampão 

fosfato de potássio 0,2 M pH 6,2, adicionou-se 1 mL da solução obtida após o processamento 

da amostra (sobrenadante), permitindo que a reação entre o DTNB e a solução obtida após o 

processamento permaneça mais que cinco minutos. Realizou-se então a leitura 

espectrofotométrica a 412 nm em espectrofotômetro modelo Bioespectro SP220 (ELLMAN, 

1959). 

 

2.5 Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados no software GraphPad Prisma versão 10. O nível de 

significância considerado foi de 5% (p<0,05) para todos os experimentos. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados das análises referentes à avaliação da atividade antioxidante e nível de 

estresse oxidativo medidos do chá verde e de kombuchas de chá verde em modelo pré-clínico 

de larvas de Tenebrio estão descritas nos tópicos seguintes e trazem o mapeamento dos efeitos 

da sua ingestão.  

 

Figura 1 – Aplicação das substâncias chá e kombuchas nas larvas de Tenebrio. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

3.1 Teste de Sobrevivência 

 

 O teste de sobrevivência aplicado nas larvas é frequentemente utilizado para avaliar a 

toxicidade de substâncias em organismos vivos. Neste teste, as larvas foram expostas a 

diferentes substâncias em estudo e a sua sobrevivência foi monitorada ao longo do tempo 

intercalado entre 24 horas e 48 horas após a aplicação. É possível visualizar a sua resposta nas 

Figuras 2 e 3.  
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Figura 2 – Teste de sobrevivência no período de 24 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

 No decorrer do tempo das primeiras 24 horas após a aplicação das substâncias, é 

possível observar que, entre os grupos analisados na Figura 2, apenas as larvas expostas ao 

controle positivo (DMSO) teve perda superior à 50% da amostra analisada. O grupo K3 

apresentou uma perda discreta na sobrevida das larvas, podendo ser explicado em decorrência 

de um possível erro durante o manuseio da aplicação da substância no animal.  

 

Figura 3 – Teste de sobrevivência no período de 48 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 
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Quando a resposta da sobrevida das larvas é observada após 48 horas da aplicação 

(Figura 3), nota-se que apenas o grupo DMSO apresenta perda superior a 50% e os demais 

expressam resistência sobre as outras substâncias analisadas. Esse fato ocorre devido à alta 

toxicidade do composto DMSO sobre o organismo avaliado. Ambos os tempos de 24 horas e 

48 horas apresentaram diferenças significativas.  

Associando o teste de sobrevivência das larvas às substâncias alvo, chá verde e 

kombuchas, nota-se a ausência de toxicidade exposta pela sua interação com taxa total de 

sobrevivência. A relação entre o teste de sobrevivência de larvas e toxicidade reside no fato 

de que a sobrevivência das larvas é afetada pela presença e concentração de substâncias 

tóxicas. Quanto mais tóxica for a substância em contato com o animal, menor será a 

sobrevivência das larvas expostas a ela. Isso permite determinar a concentração letal, que é a 

concentração na qual 50% das larvas expostas morrem (Machona et al., 2024).  

Esse teste de sobrevivência é valioso na avaliação dos efeitos potenciais de diferentes 

substâncias na saúde dos organismos. Eles podem ser usados em diversos contextos, em 

especial na avaliação de produtos alimentares, contribuindo para a tomada de decisões em 

relação ao uso e regulamentação desses componentes e elucidando a segurança no consumo 

das kombuchas a partir dos resultados obtidos (Machona et al., 2024).  

 

3.2 Atividade da Melanina (Pigmentação) 

 

 Os dados referentes à atividade da produção de melanina ou pigmentação nas larvas de 

Tenebrio nos períodos de 24h e 48h podem ser observadas nas Figuras 4 e 5. 

Figura 4 – Resposta do parâmetro melanina no período de 24 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 
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 A melanina encontrada nos ensaios mostrou diferenças entre as amostras analisadas 

(p<0,05). Nota-se, na Figura 4, que os grupos chá, K1 e DMSO sobressaíram-se nos níveis de 

produção de melanina nesse intervalo de tempo quando comparado aos demais, apresentando 

resposta ao estresse oxidativo.   

A melanina é um pigmento escuro encontrado em muitos organismos, incluindo larvas 

de Tenebrio. Nesses insetos, a melanina expressa várias funções importantes e benéficas 

como efeito antimicrobiano e ativação da bioquímica imunológica (Dobson et al., 2012; 

Noonin et al., 2010). 

A atividade antimicrobiana apresentada pela melanização nas larvas de Tenebrio 

corrobora com estudos anteriores que puderam identificar a presença de ácido cinâmico, 

agente que, dentre as suas funções, fornece ação antimicrobiana (Lakshmi et al., 2009). 

 Avaliando a produção de melanina no período de 48 horas após a exposição das larvas 

sobre as substâncias de investigação, a Figura 5 mostra diferença de resposta no nível de 

visualização da melanina nas larvas de Tenebrio, apresentando os grupos K1, K3 e DMSO 

com as maiores concentrações quando comparados aos demais grupos analisados neste 

estudo.  

 

Figura 5 – Resposta do parâmetro melanina no período de 48 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

Observa-se que, com o passar do tempo, os ensaios comportam-se de maneiras 

distintas com reflexo na produção de melanina. Os diferentes compostos presentes nas 
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bebidas podem ter sofrido alteração, colaborando com o surgimento de outros grupos, 

afetando de forma direta o processo metabólico das reações. 

A melanina é produzida através de uma série de reações bioquímicas envolvendo 

enzimas específicas. É sintetizada a partir do aminoácido tirosina, que é convertido em 

dopaquinona, o precursor imediato da melanina. A dopaquinona é então transformada em 

diferentes formas de melanina, incluindo eumelanina (responsável pela coloração escura) e 

feomelanina (responsável pela coloração clara) (Lee et al., 2000).  

Estudos sugerem que o estresse oxidativo pode afetar a produção de melanina de 

várias maneiras, entre essas, a ativação de vias de sinalização celular, onde o estresse 

oxidativo pode ativar vias de sinalização celular que afetam a produção de melanina, como o 

fator de transcrição nuclear Nrf2, que regula a resposta antioxidante, podendo regular a 

síntese de melanina (Lee et al., 2000). 

 

3.3 Análise de Catalase 

 

 Os resultados sobre a resposta da produção de catalase nas larvas de Tenebrio após a 

aplicação das substâncias de investigação estão expostos nas Figuras 6 e 7.  

  

Figura 6 – Resposta do parâmetro catalase no período de 24 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

No período de 24 horas, observa-se na Figura 6, a produção de catalase nos ensaios 

analisados trouxe a kombucha 3 com sua maior concentração, quando comparado aos demais 
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grupos analisados no estudo. A catalase é uma enzima encontrada em praticamente todos os 

organismos vivos expostos ao oxigênio (aeróbicos). Ela é especialmente abundante em células 

que estão expostas a altas concentrações de oxigênio, como as células do fígado, onde 

desempenha um papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo (Glorieux; Calderón, 

2017). 

 

Figura 7 – Resposta do parâmetro catalase no período de 48 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

A mesma resposta da produção de catalase no período de 48 horas mostrou 

significância nos grupos ao identificados no período de 24 horas, trazendo os grupos chá e 

kombucha 2 com os maiores níveis de surgimento da enzima nas larvas analisadas. 

Esses dados mostram a capacidade pró-oxidante dos componentes como resposta ao 

contato com as substâncias de análise, trazendo a catalase como o agente responsável por esse 

efeito após a aplicação nos animais. 

A função principal da catalase é decompor peróxido de hidrogênio (H2O2), uma 

espécie reativa de oxigênio que é tóxica para as células em altas concentrações. O peróxido de 

hidrogênio é um subproduto comum de várias reações bioquímicas e pode se acumular nas 

células, causando danos às estruturas celulares, incluindo proteínas, lipídios e ácidos 

nucleicos (Glorieux; Calderón, 2017). 
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3.4 Avaliação dos Grupamentos Sulfídricos Não Proteicos 

  

 Os dados relacionados sobre a avaliação da presença dos grupamentos sulfídricos não 

proteicos (GSH) nos grupos analisados após a exposição nos períodos de 24 horas e 48 horas 

podem ser visualizados nas Figuras 8 e 9.  

Figura 8 – Resposta do parâmetro GSH no período de 24 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

 Conforme a Figura 8, é possível notar os níveis de produção de GSH nos grupos 

investigados. O grupo da kombucha 1 apresentou, no período de 24 horas, o maior pico de 

produção e a kombucha 3 mostrou o menor nível da presença do agrupamento quando 

comparada com os demais grupos analisados. 

 Observando o nível de GSH nas larvas de Tenebrio, é possível entender a relação entre 

o potencial pró-oxidante e antioxidante apresentado nos animais após a exposição às 

substâncias de investigação desse estudo, uma vez que o componente K3 apresentou efeito 

inferior ao controle positivo e negativo, abordando dessa forma uma ação reduzida com 

abordagem antioxidante. 

 Essas reações observadas no chá, K1, K2 e K3 decorrem das diferenças na 

composição de cada componente durante a sua elaboração, podendo apresentar diferentes 

níveis de resposta, em especial a capacidade antioxidante, que vai de acordo com estudos 

anteriores que puderam identificar compostos com ação antioxidante, como o ácido 

clorogênico, rutina, cafeína e ácido cinâmico.  
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Analisando a mesma resposta de produção de GSH nas larvas de Tenebrio no período 

de 48 horas após a exposição dos animais sobre as substâncias de investigação (Figura 9), é 

possível notar uma modificação sobre o desempenho. 

 

Figura 9 – Resposta do parâmetro GSH no período de 48 horas. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2024). 

 

 Nesse intervalo de tempo, o grupo DMSO apresentou o maior pico de produção, 

enquanto o grupo da kombucha 2 revelou o menor índice dessa avaliação, o que mostra 

diversificação sobre o comportamento com o passar do tempo.  

O nível de GSH está ligado à presença de compostos sulfídricos, como o sulfeto de 

hidrogênio (H2S) e sua capacidade de influenciar processos oxidativos no organismo. A 

presença excessiva de H2S pode levar a uma condição conhecida como estresse oxidativo 

(Georgiou-Siafis; Tsiftsoglou, 2023). 

  

3.5 Aparato Geral 

 

Os testes empregados puderam demonstrar os efeitos da bebida em larvas de Tenebrio, 

demonstrando ação pró-oxidante e antioxidante. Embora esse termo pró-oxidante tenha uma 

conotação negativa por induzir o estresse, algumas substâncias com ação pró-oxidante podem 

realmente ter benefícios em determinadas circunstâncias, podendo apresentar diversos efeitos 

quando aplicados sobre à saúde. 
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Certas substâncias pró-oxidantes podem induzir apoptose (morte celular programada) 

em células cancerosas. Isso é explorado na terapia de câncer, onde compostos pró-oxidantes 

são utilizados para induzir a morte seletiva das células cancerosas, enquanto minimizam os 

danos às células saudáveis (Martin-Cordero et al., 2012). 

Em algumas situações, a exposição controlada a substâncias pró-oxidantes podem 

também estimular os sistemas de defesa antioxidante do corpo, como a produção de enzimas 

antioxidantes endógenas. Isso pode fortalecer a capacidade do organismo de combater o 

estresse oxidativo em geral. Alguns processos fisiológicos, como a sinalização celular, 

dependem de reações redox. Substâncias pró-oxidantes podem desempenhar um papel 

importante nesses processos, ajudando a regular a atividade celular e a comunicação entre as 

células (György, 2019). 

O conceito de hormese sugere que a exposição a baixas doses de agentes estressores, 

como substâncias pró-oxidantes, pode ativar respostas adaptativas que conferem resistência a 

estresses subsequentes. Isso pode resultar em melhorias na saúde e na longevidade, 

impactando entre os seus grandes sistemas, a imunidade (György, 2019). 

Vale ressaltar que, uma das características mais notáveis do chá verde e das 

kombuchas elaboradas com chá verde são seu alto teor de compostos antioxidantes, como os 

polifenóis, especialmente as catequinas, que incluem epigalocatequina-3-galato (EGCG), 

epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG) e epicatequina (EC). Esses compostos 

têm sido associados a uma variedade de benefícios à saúde, incluindo a redução do risco de 

doenças cardiovasculares, melhoria da saúde cerebral, auxílio na perda de peso e potencial 

proteção contra certos tipos de câncer (Hayakawa et al., 2020).  

No entanto, é importante ressaltar que a dose e o contexto são críticos ao considerar os 

efeitos de substâncias pró-oxidante e antioxidantes quando traça-se uma avaliação mais 

detalhada. Enquanto pequenas doses podem ter efeitos benéficos, doses excessivas podem 

causar danos significativos às células e aos tecidos, sendo necessário a avaliação da dose. 

Portanto, o uso e a exposição a substâncias pró-oxidantes devem ser cuidadosamente 

controlados e monitorados para garantir que os benefícios superem os riscos potenciais, 

possibilitando assim demais estudos de investigação sobre a interação desses componentes 

sobre os diversos sistemas do organismo.  
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4 CONCLUSÃO 

 

Esse estudo conseguiu mostrar a resposta da interação do chá verde e de kombuchas 

de chá verde sobre o estresse oxidativo em modelo pré-clínico de larvas de Tenebrio, 

demonstrando ausência de toxicidade e ação pró-oxidante e antioxidante nos testes analisados. 

Os resultados mostraram os potenciais benefícios antioxidantes dessas substâncias e como 

elas podem afetar organismos vivos. Esses dados podem ajudar no compartilhamento de 

informações para outros estudos sobre a segurança e eficácia potencial desses componentes 

antes de serem estudadas em modelos mais complexos. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Conforme os dados bibliográficos levantados, foi possível perceber e elucidar a 

influência do processo de produção de kombucha sobre seus parâmetros físico-

químicos e nutricionais, bem como seu impacto positivo sobre a microbiota intestina l; 

 Os parâmetros físico-químicos de influência analisados nas kombuchas foram: tempo 

e quantidade de açúcar com resposta no teor alcóolico, acidez volátil, sólidos solúveis 

totais e rátio (relação sólidos solúveis totais e acidez volátil); 

 Foram identificados 04 compostos fenólicos nas bebidas, sendo estes: ácido 

clorogênico, cafeína, rutina e ácido cinâmico, com benefícios sobre a atividade 

antioxidante, antimicrobiana, antinflamatória e com resposta positiva na saúde 

humana; 

 O teste de sobrevivência apontou ausência de toxicidade e o nível de estresse 

oxidativo das bebidas mostrou atividade pró-oxidante e antioxidante.  
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7 SUGESTÕES E CONTRIBUIÇÕES 

 

7.1 Sugestões 

 

Para melhorar a pesquisa apresentada, é possível implementar as seguintes sugestões: 

 

 Detalhamento do Processo de Produção: fornecer uma descrição mais detalhada do 

processo de produção de kombucha, incluindo as condições específicas utilizadas 

(culturas de SCOBY). 

 Composição Fenólica: quantificar os níveis dos compostos fenólicos identificados e 

discutir suas concentrações em relação aos benefícios relatados. 

 Ensaios Biológicos: incluir ensaios biológicos adicionais para corroborar os efeitos 

antioxidantes, antimicrobianos e anti-inflamatórios observados in vitro com estudos in 

vivo ou ex vivo, se possível. 

 Sugestões para Estudos Futuros: mostrar direções para pesquisas futuras, como a 

análise sensorial da bebida e a determinação e minerais e vitaminas; investigar outros 

compostos bioativos na kombucha; analisar as respostas em estudos clínicos para 

avaliar os efeitos na saúde humana a longo prazo. 

 

Implementando essas sugestões, a pesquisa poderá fornecer uma visão mais completa e 

robusta sobre a produção e os benefícios da kombucha, além de aumentar a sua relevância e 

aplicabilidade prática. 

 

7.2 Contribuições 

 

A pesquisa sobre a produção de kombucha apresentou diversas contribuições 

significativas, tanto no entendimento dos processos de produção quanto nos impactos 

nutricionais e de saúde. As principais contribuições incluem: 

 

 Influência do Processo de Produção: a pesquisa elucidou como diferentes aspectos do 

processo de produção de kombucha afetam seus parâmetros físico-químicos e 

nutricionais, demonstrando o impacto positivo da kombucha sobre a microbiota 

intestinal, sugerindo benefícios potenciais para a saúde digestiva. 
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 Otimização da Bebida: o estudo propôs um processo de otimização da produção de 

kombucha, focando em três condições específicas. 

 Análise de Parâmetros Físico-Químicos: foram analisados parâmetros críticos como 

tempo de fermentação e quantidade de açúcar, e sua influência em fatores como teor 

alcoólico, acidez volátil, sólidos solúveis totais e a relação entre sólidos solúveis totais 

e acidez volátil (rátio). Esses insights são valiosos para ajustar e controlar a qualidade 

da kombucha durante a produção. 

 Identificação de Compostos Fenólicos: identificaram-se quatro compostos fenólicos 

nas amostras de kombucha: ácido clorogênico, cafeína, rutina e ácido cinâmico. Esses 

compostos são conhecidos por suas atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-

inflamatória, além de contribuírem positivamente para a saúde humana. 

 Atividade Pró-Oxidante: a pesquisa também indicou que as bebidas apresentaram 

atividade pró-oxidante, sugerindo que, em determinadas circunstâncias, a kombucha 

pode ter benefícios na saúde e na prevenção de doenças. Isso aponta para a 

necessidade de um consumo equilibrado, levando em conta os contextos em que os 

efeitos pró-oxidantes podem ser benéficos. 

 

Essas contribuições são relevantes tanto para a comunidade científica, ao avançar o 

conhecimento sobre a kombucha, quanto para a indústria alimentícia, fornecendo dados 

práticos para a produção otimizada e segura da bebida. Além disso, os consumidores finais 

podem se beneficiar do melhor entendimento dos efeitos da kombucha sobre a saúde. 
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8 ANEXOS 

 

8.1 Anexo 1 – Tabela de Porcentagem de Álcool em Volume 20ºC (%v/v) 
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9 APÊNDICES 

 

9.1 Curva Padrão de Ácido Gálico 

 


