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RESUMO

A kombucha é uma bebida milenar, de origem asiatica, fermentada e levemente
adocicada, popularmente associada a propriedades benéficas para a satde humana.
Usualmente, ela € produzida a partir da fermentacdo do ché preto ou verde adocado
com acucar, ao qual é adicionado um biofilme composto pela associagdo simbiotica
de bactérias e leveduras, denominado SCOBY. Seu consumo tem sido associado a
diversas atividades biologicas, como propriedades antioxidantes e potencial anti-
inflamatorio. Ainda ha uma certa dificuldade em definir os microrganismos exatos que
estédo presentes na bebida, pois a composicao varia entre as fermentacdes. Diante do
exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar os aspectos microbioldgicos e
fisico-quimicos das kombuchas artesanal (KA) e comercial (KC) provenientes do cha
verde. As bactérias laticas, acéticas e as leveduras foram isoladas das amostras e
submetidas a contagem das células viaveis. Posteriormente, foram feitos o teste de
catalase, a coloracdo de Gram e a observacdo microscépica. Além disso, foi
mensurado o pH e realizada a acidez titulavel (g/L* de acido acético). Todas as
analises foram realizadas com as KAs apés 7 dias de fermentacdo e, com as KCs,
assim que os frascos foram abertos. Os resultados encontrados em relacdo a
contagem de células viaveis de bactérias laticas tiveram valores médios de 5
log.UFC.mL?! (KC) e 6 log.UFC.mL?! (KA). Para as bactérias acéticas foram
encontrados valores médios de 7 log UFCmL* (KC) e 6 log UFC mL1 (KA). Ja para as
leveduras, encontrou-se valores médios de 6 log UFC mL! para ambos os tipos de
kombuchas. Os resultados de acidez titulavel tiveram variacées médias de 3,6 a 4,5
g/L tentre as KAs e, para as KCs, de 0,8 a 3,5. Em relagdo ao pH, os valores na KA
variaram de 3,97 a 4,0, ja para KC variaram de 3,5 a 3,7. Os valores de pH
encontrados estdo dentro dos limites estabelecidos pelo regulamento técnico de
identidade e qualidade publicado pelo Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento. De acordo com os resultados, conclui-se que a quantidade de células
viaveis de bactérias laticas, acéticas e leveduras apresentaram-se coerentes com
base na literatura. No entanto, ndo ha uma legislagdo especifica no parametro
microbioldgico para a kombucha. A variacao dos valores de acidez titulavel pode ser
explicada devido ao fato que a composicdo do ché € influenciada por diversos fatores,
logo, isso afeta diretamente na producéo dos acidos organicos. Os valores de pH mais
baixos indicam que a kombucha pode ser consumida de forma segura. O mercado da
kombucha esta crescendo de forma acelerada e as analises do presente estudo
podem contribuir na caracterizacdo microbiolégica e fisico-quimica da bebida, além
de poder auxiliar em estudos futuros para uma possivel padronizacdo em escala
industrial afim de obter um produto final com caracteristicas sensoriais desejaveis e
seguro para 0 consumo.

Palavras-chave: cha fermentado; bactérias laticas; bactérias acéticas; leveduras.



ABSTRACT

Kombucha is an ancient drink, of Asian origin, fermented and slightly sweetened,
popularly associated with beneficial properties for human health. It is usually produced
from the fermentation of black or green tea sweetened with sugar, to which is added a
biofilm composed by the symbiotic association of bacteria and yeasts called SCOBY.
Its consumption has been associated with several biological activities, such as
antioxidant properties and anti-inflammatory potential. There is still some difficulty in
defining the exact microorganisms that are present in the drink, as the composition
varies between fermentations. Given the above, this study aimed to analyze the
microbiological and physicochemical aspects of artisanal kombucha (KA) and
commercial kombucha (KC) from green tea. Lactic, acetic and yeast bacteria were
isolated from the samples and submitted to viable cell count. Subsequently, catalase
test, Gram stain and microscopic observation were performed. In addition, the pH was
measured and the titratable acidity (g/L-1 of acetic acid) was performed. All analyzes
were performed with the KAs after 7 days of fermentation and, with the KCs, as soon
as the bottles were opened. The results found in relation to viable lactic bacteria cell
count had mean values of 5 log.UFC.mL-1 (KC) and 6 log.UFC.mL-1 (KA). For
bacteria, the mean values found were 7 log CFU mL-1 (KC) and 6 log CFU mL-1 (KA).
As for yeasts, mean values of 6 log CFU mL-1 were found for both types of kombucha.
The titratable acidity results had mean variations from 3.6 to 4.5 g/L -1 between the
KAs and, for the KCs, from 0.8 to 3.5. Regarding pH, the values for KA ranged from
3.97 to 4.0, while for KC they ranged from 3.5 to 3.7. The pH values found are within
the limits established by the technical regulation of identity and quality published by
the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. According to the results, it is possible
to conclude that the number of viable cells of lactic, acetic and yeast bacteria were
consistent with the literature. However, there is no specific legislation on the
microbiological parameter for kombucha. The variation in titratable acidity values can
be explained by the fact that the composition of tea is influenced by several factors,
therefore, this directly affects the production of organic acids. Lower pH values indicate
that kombucha can be safely consumed. The kombucha market is growing rapidly and
the analyzes of this study can contribute to the microbiological and physicochemical
characterization of the drink, in addition to being able to assist in future studies for a
possible standardization on an industrial scale in order to obtain a final product with
characteristics desirable sensors and safe for consumption.

Keywords: fermented tea; lactic acid bacteria; acetic bacteria; yeasts.
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1 INTRODUCAO

Desde os séculos passados até o momento atual, o papel dos alimentos na promocéo
da saude humana tem se tornado cada vez mais elucidado. Estudos concluem que
alguns alimentos, especialmente da origem vegetal (frutas, legumes, frutas,
oleaginosas, sementes), além da funcdo de suprir as necessidades nutricionais
basicas para o corpo, também fornecem diversos componentes bioativos que
conferem beneficios & salde humana, sendo considerados alimentos funcionais.
Neste contexto, a kombucha tem ganhado cada vez mais popularidade pelas suas
inimeras atividades bioldgicas, como propriedades antioxidantes e potencial anti-
inflamatério. (JAYABALAN; WAISUNDARA, 2019).

A bebida, kombucha, € conhecida desde tempos imemoriais, consumida
primordialmente na China, onde era conceituada por suas supostas propriedades
estimulantes e desintoxicantes. A kombucha é uma bebida fermentada, feita
tipicamente a partir do cha verde acucarado, acrescido de uma cultura simbi6tica de
bactérias e leveduras (SCOBY) que formam uma pelicula celuldsica. O tempo médio
de fermentacdo é de 7 dias, entretanto, o sabor pode variar de espumante sidra de
macd a sabor de vinagre azedo a depender do tempo de fermentacéo
(CHANDRAKALA; LOBO; DIAS, 2019).

A kombucha tem maior aceitacdo entre 0s seus consumidores por possuir,
geralmente, um sabor ligeiramente acido e parcialmente carbonatado. Possui
atividade antibacteriana, o que evita a contaminacao da bebida por bactérias
patogénicas e isso se deve a alguns produtos metabdlicos do SCOBY, como &cido
acético e outros acidos organicos. Os acidos organicos produzidos durante a
fermentacdo diminuem o pH do chd, levando a uma falta de oxigénio induzida por
acidez. Por conseguinte, isso reduz o niumero de possiveis patdgenos, 0 que resulta
em uma bebida segura para consumo, mesmo sendo de origem microbiana
(MARTINEZ LEAL et al., 2018).

Fatores como a fonte de inOculo, a concentracdo de acucar e cha, localizacéo
geografica, o tempo de fermentacdo e a temperatura usada vao influenciar
diretamente na concentragdo, na composicdo de metabdlitos e microbiota da
kombucha. H& diversos tipos de fermentacao e produtos adquiridos a depender da via

metabolica seguida. A fermentacdo da bebida € uma juncéo de trés delas: alcéolica,
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latica e acética, isso pela existéncia de varias bactérias e leveduras coexistentes no
meio. Logo, a cultura do cha € uma simbiose de bactérias acido acéticas; acido laticas
e leveduras. (SINIR; TAMER; SUNA, 2019; VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Dentre os acidos organicos presentes na kombucha, estdo o acido glucurénico,
gluconico, etanoico, acido acético e latico. Além disso, a bebida kombucha contém
polifendis, proteinas, vitaminas e minerais. As atividades dos polifenois presentes no
cha, do efeito sinérgico de diferentes compostos encontrados no cha e também dos
compostos produzidos durante a fermentacdo do cha sao responsaveis pelo efeito
protetor da kombucha. Os polifendis representam o maior grupo de fitoquimicos e sao
0s mais abundantes antioxidantes presentes na dieta a base de produtos vegetais.
(MARTINEZ LEAL et al., 2018; MOUSAVI et al., 2020).

No Brasil, apesar de haver legislacdo para a kombucha, ela ainda ndo esta completa
e segura, entretanto, sua producao artesanal (caseira) e industrial (comercial) vem
crescendo, mesmo na auséncia de padrdes para sua producédo. Em vista disso, em
julho de 2018, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) lancou
para consulta publica um projeto no qual existiam parametros maximos permitidos
para analise fisico-quimicas. Como desfecho, foi publicado a Instru¢do Normativa (IN)
n° 41, em 2019, que estabelece os padrbes de qualidade para as kombuchas
comercializadas (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019).

O interesse dos consumidores por alimentos seguros e que promovam a saude, tem
impulsionado a procura por aqueles com alegacdes funcionais, o que se reflete no
consumo da bebida kombucha. Seu consumo vem aumentando exponencialmente,
tanto na forma caseira quanto na comercial. Dessa forma, a caracterizacéo
microbioldgica e fisico-quimica da kombucha artesanal e comercial ir4 proporcionar
mais informagbes sobre a bebida, assim como contribuira na expansdo do

conhecimento do consumidor sobre ela.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os aspectos microbiolégicos e fisico-quimicos das kombuchas

artesanal e comercial.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar microrganismos das amostras de kombucha artesanal e

comercial quanto ao teste de catalase e coloracao de Gram.

- Quantificar as bactérias acéticas, laticas e leveduras das amostras de

kombucha artesanal e comercial e verificar se estio em consonancia com a literatura.

- Verificar se a quantidade de bactérias acéticas, laticas e leveduras das

amostras de kombucha artesanal e comercial estdo em consonancia com a literatura.

- Avaliar se os valores de pH e acidez titulavel das amostras de kombucha

artesanal e comercial estdo de acordo com a literatura e a legislacdo vigente.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Kombucha

Alimentos e bebidas fermentadas sao produzidos e consumidos desde o
desenvolvimento das civilizacbes e eram os alimentos basicos da dieta humana
(MARCO et al., 2017). A fermentacéo é considerada um dos métodos de preparo e
conservacdao dos alimentos mais antigos e econdémicos do mundo. Por ser um
processo de custo relativamente baixo, com pouca demanda de energia, ela é a
principal estratégia para producao de alimentos em determinadas culturas (SANLIER;
GOKCEN; SEZGIN, 2019).

O processo de fermentacao utiliza o crescimento e as atividades metabdlicas de
microrganismos para a transformacdo e a conservacao de alimentos, de forma a
aumentar sua vida util. Além da conservacédo, a fermentagcdo atribui aos alimentos
sabor, aparéncia, aroma, textura e funcionalidades exclusivas (TEREFE, 2016). Os
alimentos fermentados ja eram elaborados propositalmente muito antes do surgimento
da ciéncia da nutricdo e serviam como fontes importantes e estaveis de minerais,

vitaminas, calorias e outros nutrientes (TAMANG et al., 2020).

A fermentacdo pode ser dividida em duas categorias: fermentacdo anaerdbia, e
fermentacao aerdbica. Na tecnologia da fermentacdo, os microrganismos quebram os
carboidratos fermentaveis em produtos finais, como &cido organico, alcool e didxido
de carbono. Metabdlitos antimicrobianos, como as bacteriocinas, também estédo
presentes nesses produtos finais e tém como funcdo matar ou inibir patégenos
presentes, promovendo seguranca alimentar (SANLIER; GOKCEN; SEZGIN, 2019).

A kombucha ou kombucha faz parte dos grupos de alimentos fermentados. Refere-se
a uma bebida refrescante fermentada produzida por meio de uma técnica de
fermentacdo do cha preto ou cha verde adocados, por uma cultura simbidtica de
bactérias e leveduras. Essa cultura simbiotica, denominada SCOBY, caracteriza-se
por ser uma esponja celulésica que se forma superficialmente, também conhecida
como “fungo do cha” (DUTTA; PAUL, 2019).

Os produtos metabolicos derivados da cultura de bactérias e leveduras, como acido
acético e outros acidos organicos, apresentam alto potencial antibacteriano e

impedem a contaminacdo de bactérias patogénicas na bebida. Por ter um sabor
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adocicado, levemente acido e gaseificado, a bebida tem uma grande aceitacéo pelos
consumidores (MARTINEZ LEAL et al., 2018).

A origem da kombucha ainda € discutida, mas frequentemente esté atribuida a China.
Segundo a literatura disponivel, o imperador da China, Shen Nong preparava a bebida
a 2700 a.C. O povo chinés rapidamente percebeu que o cha proporcionava varios
beneficios a saude e, de forma acelerada, a bebida se popularizou entre todos os
residentes daquele local, desde os escalbes superiores da sociedade até os soldados

e pessoas que viviam em humildes vilas remotas (YOUNG, 2019).

Em torno de 220 a.C., no decorrer da Dinastia Tsin (‘Ling Chin’), o fungo do cha era
denominado como o divino ‘Ling-tche’ ou ‘Che’ e era usado no nordeste da China
(Manchuria) por ter propriedades desintoxicantes e energizantes. Em torno de 414
d.C., por intermédio de um médico chamado Kombu, o cha foi inserido no Japéo para
tratar dos problemas digestivos do imperador Ynkyo. Dessa forma, Kombu trouxe
consigo o divino Che, que mais tarde se popularizou como kombucha (JAYABALAN;
MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016).

Os guerreiros japoneses costumavam carregar o chi para o campo de batalha para
aumentar sua forca e energia. Essa pratica de consumir cha cultivado com fermento
também era popular na Russia (DUTTA; PAUL, 2019). Estudos apontam que isso
tenha ocorrido no final do século XIX, quando soldados da China, Japao, Coreia e
Russia se envolveram em conflitos territoriais € como consequéncia tiveram uma
mistura de suas praticas culturais (YOUNG, 2019). Os moradores dessa regido
ficaram conhecidos por apresentarem um envelhecimento retardado com uma

expectativa de vida superior a cem anos (DUTTA; PAUL, 2019).

Por volta de 1900, a Kombucha se popularizou em grande parte da Rassia. Durante a
Primeira Guerra Mundial, um cientista alemdo Dr. Rudolf Sklenar presenciou os
camponeses russos usando a Kombucha para ajudar os soldados feridos. Ao se
intrigar com o seu potencial efeito na saude, voltou para a Alemanha e comecgou a

usar o cha no tratamento de pacientes com cancer (YOUNG, 2019).

Durante a Segunda Guerra Mundial, o habito de consumir a kombucha se tornou
costumeiro por toda a Europa. Como consequéncia, esse alto consumo causou
escassez tanto das folhas do cha quanto do agucar (SINIR; TAMER; SUNA, 2019).
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Na década de 1950, o0 seu consumo se tornou muito popular na Francga, seguido pelo
Norte da Africa. Nos anos pos-guerra o consumo da kombucha atingiu o auge na
sociedade italiana (conhecido como ‘Funkochinese’), at¢é o momento em que se
espalhou um boato sobre o efeito toxico da bebida (DUTTA; PAUL, 2019;
JAYABALAN et al., 2014).

Diante do ocorrido, durante a década de 1960, pesquisadores cientificos na Suica
compararam a kombucha com o iogurte e concluiram que o habito de beber kombucha
era tdo benéfico quanto tomar iogurte (JAYABALAN et al., 2014). A popularidade da
kombucha se expandiu ainda mais ap6s o desastre de Chernobyl em 1986. Médicos
que monitoravam a salude das pessoas que moravam nas cidades ao redor de
Chernobyl, perceberam que os individuos que faziam uso da kombucha eram mais

resistentes aos efeitos da radiacdo nuclear (YOUNG, 2019).

Durante a epidemia de HIV, a Kombucha ganhou popularidade nos Estados Unidos
na década de 1980, devido a crenca de que a bebida pudesse fortalecer o sistema
imunologico comprometido. Entretanto, em 1995 foi publicado um estudo que
relacionava o cha a dois casos de acidose metabdlica grave, sendo um fatal. Isso
levou & obscuridade sobre os beneficios da bebida (SURHE, 2020).

Nas ultimas duas décadas, a kombucha recuperou a sua popularidade nos Estados
Unidos e em outras partes do mundo. A bebida é produzida em larga escala para
comercializacdo, bem como de forma caseira para o consumo domeéstico, visto que o
método de preparacdo em casa € acessivel e descomplicado. Hoje em dia, a cultura
do kombucha e o cha podem ser produzidos com diversos sabores e sédo facilmente
encontrados em sites online ou lojas de alimentos (JAYABALAN; MALBASA;
SATHISHKUMAR, 2016).

3.2 Consumo da Kombucha e legislacéo

Para produzir o chd em casa de forma tradicional, € necessario adquirir as colénias
do cha do Kombucha (SCOBY) por meio de doacbes, ou pode ser obtida por
fornecedores que comercializam tanto o SCOBY quanto o cha de kombucha ja pronto.
A producéo caseira além de ser mais econdmica, devido aos ingredientes utilizados

na bebida serem de baixo valor, tem melhor qualidade, pois pode proporcionar uma
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variedade maior de microrganismos (BRUSCHI; SOUSA; MODESTO, 2018).
Entretanto, é importante ressaltar que a producéo, se feita em ambiente n&o favoravel
e com materiais nao esterilizados, pode promover a contaminacdo por outros

microrganismos indesejaveis.

Em 2016, os Estados Unidos foram responsaveis por 51% das vendas de kombucha
mundialmente e sua taxa de crescimento anual é de 14% a 25%. Na América Latina,
estima-se nos préximos anos, uma forte demanda pela bebida kombucha, juntamente
com um crescimento econdémico, sendo essa demanda maior no Brasil, Venezuela e
Argentina (SOARES; DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

Em decorréncia dos efeitos positivos presentes nos alimentos fermentados, um dos
setores da industria que mais tem crescido é o mercado global de alimentos e bebidas
probioticas. Em 2020, a industria atingiu cerca de US$ 2,5 bilh6es em equipamentos
para alimentos e ingredientes probiéticos. A expectativa é que esse crescimento
permaneca ao longo dos anos, uma vez que ha um aumento da consciéncia global
sobre 0 seu consumo, que levam a melhorias no estilo de vida e na saude (SOARES;
DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

Ademais, a Kombucha tem tido outras aplicacdes interessantes. Tanto o cha quanto
o biofilme estdo se mostrando como opcdes promissoras no desenvolvimento de
novas bebidas. A kombucha tem sido utilizada como cultura inicial para fermentacéo
de leite, soro de queijo, laranja, uva, cereja azeda, alcachofra de Jerusalém,
equinacea, groselha preta, eucalipto, menta, café, 4gua de coco, afim de melhorar
suas propriedades funcionais (SOARES; DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021; XIA et
al., 2019).

O mercado da kombucha no Brasil € relativamente recente e as produc¢des artesanais
para consumo proprio, e as industriais, para a comercializacdo, comegaram a crescer
de forma acelerada, mesmo sem haver controle das caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas (SUHRE, 2020). Em vista disso, em 28 de janeiro de 2018 foi fundada
a Associacéo Brasileira de Kombucha (ABKom, 2018), uma entidade civil de ambito
nacional, sem fins lucrativos, na qual um dos seus objetivos seria incluir a kombucha
na legislacao brasileira, para que, dessa forma, todas as marcas sigam um padrao de

qualidade para produzir a bebida.
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Devido ao grande interesse da industria de alimentos em ampliar os processos de
producdo da bebida para atender a grande demanda, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), pela Portaria n° 103, de 20 de setembro de 2018,
lancou para consulta publica, o Projeto de Instru¢do Normativa com as normas que
pretendiam estabelecer em todo o territério nacional os Padrées de Identidade e
Qualidade da Kombucha (BRASIL, 2018). Posteriormente, foi publicado no Diario
Oficial da Unido a Instru¢do Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019, que
estabelece os padrbes de qualidade para as kombuchas comercializadas. A partir da
data de publicacdo, os comercializadores tiveram o prazo de 365 dias para efetuar as
adequacdes as regras estabelecidas quanto ao registro e rotulagem da bebida
(BRASIL, 2019). Os parametros descritos na Instrugdo Normativa estao exibidos na
Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros analiticos da bebida kombucha destinado ao consumo humano
exigidos pela legislagéo brasileira.

Parametros Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduacéo Alcdolica (%v/v) kombucha sem - 0,5
alcool
Graduac&o Alcéolica (%v/v) kombucha com 0,6 8
alcool
Acidez volatil (mEqg/L) 30 130

Pressdo (atm a 20° C) na kombucha
adicionada a CO2 1,1 3,9

Fonte: Adaptado de Instrucdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019/MAPA

3.3 Beneficios atribuidos ao consumo da kombucha

Atualmente, com o aumento da conscientizacdo da populacdo sobre a qualidade de
sua alimentacdo, observa-se uma forte tendéncia ao consumo de alimentos
minimamente processados e/ou in natura, com alto valor nutricional, sem aditivos e
que tenham algum beneficio a saude. Dentro desse contexto, devido aos

microrganismos presentes, a kombucha traz diversos beneficios a saude com seus
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efeitos probidticos. Os principais beneficios oferecidos pela bebida incluem os efeitos
antidiabéticos, anticarcinogénicos, anti-hiperglicémicos, atividade anti-inflamatoria e
antioxidante, melhora no colesterol, melhora nas fun¢des gastrointestinais, figado e
sistema imunolégico (LAAVANYA; SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021;
VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Sabe-se que todos os alimentos existentes possuem, de certa forma, caracteristicas
funcionais pelo fato de oferecerem nutrientes e energia para o corpo de um ser
humano. Todavia, € possivel encontrar evidéncias da existéncia de componentes
alimentares bioativos que podem proporcionar efeitos benéficos a satde humana,

mesmo nao sendo considerados nutrientes (MARTINEZ LEAL et al., 2018).

Segundo a Portaria n° 398, de 30 de abril de 1999, na qual estabelece as diretrizes
para alimento com propriedades funcionais, o alimento com alegacéo de propriedade
funcional é definido como sendo aquele alimento ou ingrediente que quando
consumido como parte da dieta usual, produza efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos
e/ou efeitos benéficos a saude, além das suas fun¢des nutritivas basicas, devendo ser

seguro para o consumo sem a necessidade de supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Nas ultimas décadas, os probioticos, prebidticos e simbidticos tém sido alvo de
extensas pesquisas pelos beneficios proporcionados a saude. Esses alimentos,
intitulados alimentos com alegacéo de propriedades funcionais, tém a capacidade de
alterar, modificar temporariamente, enquanto consumidos, e reestabelecer a flora
intestinal existente, além de facilitar e regular o funcionamento do intestino (PANDEY;
NAIK; VAKIL, 2015).

Os probioticos sao bactérias vivas que, quando ingeridas em quantidades adequadas,
propiciam beneficios a saude do hospedeiro, as mais comumente utilizadas séo:
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Saccharomyces boulardii, S. cerevisae
e Bacillus coagulans. Os prebioticos sé@o principalmente fibras, que sao ingredientes
alimentares ndo digeriveis cujo papel é estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de alguns géneros de microrganismos no colon, a fim de melhorar a saude
do hospedeiro (VIRAMONTES HORNER; AVERY; STOW, 2017).

Tradicionalmente, os probidticos estdo associados aos produtos lacteos, no entanto,
bactérias encontradas em laticinios, vegetais e outras formulas também séo vistas

como probidticas. Com o0 avanc¢o dos estudos sobre probidticos é possivel observar
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gue novas formulacdes sdo aceitas, principalmente as originadas de comunidades
microbianas simbidticas. Logo, ao considerar que a kombucha € uma cultura
simbidtica de bactérias e que, além disso, as leveduras reconhecidas como sendo
probidticas, como a S. cerevisae, também estdo presentes na bebida, isso desperta a
curiosidade de pesquisadores em explorar melhor a relacao entre a kombucha e seus
alegados beneficios a saude (KOZYROVSKA et. al, 2012).

Os prebidticos fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS), xilo-
oligossacarideos (XOS) e inulina sdo as fibras mais frequentemente utilizadas e
guando estdo em conjunto com o0s probidticos, sdo denominados simbidticos. Além
disso, quando s&o usados juntos, tém a capacidade de aprimorar a viabilidade dos
microrganismos em questdo. Os efeitos benéficos documentados dos probioticos
compreendem a prevencado de diarreia e constipacdo, aumento da atividade anti-
inflamatoria e antibacteriana e alteracdes na conjugacdo dos sais biliares. Eles
também contribuem para a sintese de nutrientes e melhoraram sua biodisponibilidade
(PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015).

Desde o momento que a kombucha ganhou popularidade, principalmente no mundo
ocidental, a bebida é considerada por diversas vezes como possuidora de
propriedades saudaveis, sendo essas propriedades advindas do préprio cha ou
metabdlitos produzidos durante a fermentacdo pelos microrganismos. Embora
existam alegacdes sobre suas propriedades funcionais e probidticas, ainda séo
necessarios mais estudos que realizem a caracterizacdo dos seus componentes
bioativos, suas propriedades farmacolédgicas e sua evolucdo durante a fermentacéo
(COTON et al., 2017).

Os compostos bioativos que estao presentes na kombucha, como polifendis e acido
glucurénico, atuam de forma sinérgica. Os beneficios atribuidos ao cha preto e o cha
verde sdo provenientes das catequinas neles presentes. A catequina € um polifenol,
da classe dos flavonoides, que atua como antioxidante e reduzem o risco de
desenvolvimento de doencas. Dessa forma, ao considerar que a kombucha é
produzida a partir do cha preto ou verde, os resultados benéficos do seu consumo
estdo diretamente associados ao efeito sinergético de seus componentes (MARTINEZ
LEAL et al., 2018).
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Juntamente com as atividades antioxidantes, a kombucha pode apresentar toxicidade
seletiva em células cancerigenas colorretais Caco-2, além da atividade inibitoria
contra bactérias entéricas patogénicas. Estudos atribuem o efeito antibacteriano aos
acidos organicos presentes no chd, que séo eficazes contra os patégenos Escherichia
coli, E. coli O157: H7, Shigella dysenteriae, Salmonella Typhi e Vibrio cholerae, bem
como atividade antioxidante contra radicais DPPH. Contudo, os grandes beneficios a
saude promovidos pela kombucha estdo relacionados com a promoc¢ao da funcao
saudavel do sistema digestivo no trato gastrointestinal e a inibicdo de bactérias
patogénicas (KAEWKOD; BOVONSOMBUT; TRAGOOLPUA, 2019).

Salienta-se ainda que o ch& pode ser capaz de reduzir a captacao de colesterol pelo
sangue. Elevados niveis de colesterol e, dependendo da situacao, triglicerideos séo
classificados como fatores de ricos para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e aterosclerose. Estudos in vivo demonstraram que a kombucha
reduz significativamente os niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol LDL no
sangue, sendo assim, o cha pode ajudar na prevencéo de doencas cardiovasculares
(DOUDI et al., 2020).

Além das possiveis atividades antilipidémicas, a kombucha pode apresentar
propriedades hipoglicémicas, uma vez que a bebida supostamente reduz a atividade
da a-amilase pancreatica. A a-amilase desempenha um papel essencial na digestéo
dos carboidratos. A inibicdo da sua atividade no trato digestivo de pacientes diabéticos
nao-insulino dependentes € um dos métodos terapéuticos utilizados corriqueiramente
para o controle e prevencdo da hiperglicemia poés-prandial. Isso acontece em
decorréncia da reducao da captacao de glicose liberada por essas enzimas do amido.
Logo, a kombucha tem um importante potencial para ser usado futuramente no

tratamento ou na prevencéao de diabetes (ALOULOU et al., 2012).

A kombucha ganhou popularidade como alimento funcional devido aos seus supostos
beneficios para a saude. Essa popularidade se expandiu junto com o movimento
cientifico que investiga o papel dos componentes do cha. Todavia, as evidéncias que
apoiam os beneficios do kombucha para a saude humana, ainda séo consideradas
escassas. Dessa forma, mais pesquisas nessa area se fazem necessarias para
comprovar os reais beneficios da bebida para o organismo dos seres humanos
(PINTO et al., 2019).
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3.4 Composicao microbioldgica e quimica da kombucha

A comunidade microbiana da kombucha se desenvolve em dois compartimentos
mutuamente ndo exclusivos: o cha ou a bebida (fase liquida) e o biofilme celulésico
flutuante nele, também conhecido como pelicula (SCOBY). Essa pelicula tem um
formato de disco achatado, com aspecto liso e gelatinoso e de cor bege, cobrindo a
superficie do cha (CHANDRAKALA; LOBO; DIAS, 2019). Uma poderosa simbiose é
criada no meio, pelas bactérias e leveduras, que sédo capazes de inibir o crescimento
de microrganismos contaminantes (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Os microrganismos que se encontram presentes na kombucha tém uma relacdo
simbidtica e favorecem a producao extracelular de fibrilas de celulase, ajudando a
formar o bioflme na interface ar-liquido (LAAVANYA; SHIRKOLE;
BALASUBRAMANIAN, 2021). Os constituintes da fase liquida sdo o acido acético,
acido gluconico e o etanol. Entretanto, eles também fazem parte do biofilme uma vez
que possuem alta capacidade de absorcdo de agua (VILLARREAL-SOTO et al.,
2018).

Os microrganismos indigenas produzem o biofilme no qual € diretamente responsavel
pela fermentacdo da kombucha (COTON et al., 2017). Cada fermentacéo leva a uma
nova camada de biofilme, e a mesma pode ser utilizada em fermentacdes futuras
funcionando como iniciador, ou também conhecida como “backslopping”, uma técnica
na qual uma nova fermentacdo € obtida a partir de uma pequena quantidade da

fermentacao anterior usada como matéria-prima (KIM et al., 2018).

Na kombucha, os géneros bacterianos disponiveis em abundancia sdo Acetobacter e
Gluconobacter. As principais cepas de bactérias do acido acético ja encontradas séo
Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurinus e Gluconobacter
oxydans. A Acetobacter xylinum é responsavel pela producdo de celulose que flutua
na superficie do caldo do cha em fermentacéo, e essa rede celuldsica potencializa a
associacdo entre as bactérias e fungos. No processo de fermentacdo, as células
bacterianas e de leveduras se fixam a rede celuldsica para, em seguida, se incorporar
na camada tornando-a mais espessa. Em cerca de 14 dias de fermentagédo o SCOBY
atinge espessura de 8 a 12 mm. (JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016;
SOARES; DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).
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As leveduras associadas ao kombucha sdo do género Brettanomyces, Dekkera,
Candida, Koleckera, @ Mycotorula, @ Mycoderma, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Torulospora e Zygosaccharomyces. As espécies relatadas no
género Candida sao C. famata, C. guilliermondii, C. obtusa, C. stellate, C. colliculosa,
C. Kefyr e C. krusei. O género Brettanomyces inclui B. intermedius, B. bruxellensis e
B. claussenii. As espécies de Saccharomyces identificadas foram S. cerevisiae e S.
bisporus. Zygosaccharomyces identificados foram Z. rouxii, Z. baili e Z.
Kombuchaensis sp e a espécie do Schizosaccharomyces entrada foi S. pombe
(JAYABALAN; MALBASA; SATHISHKUMAR, 2016).

A levedura, considerada um anaerdébico facultativo, tem a capacidade de metabolizar
a glicose tanto na auséncia de oxigénio quanto na presenca dele. Enzimas como a
invertase, produzida a partir das leveduras, decompde a sacarose em glicose, frutose
e dioxido de carbono, que proporciona a efervescéncia e os aspecto cintilante. Em
condicdes aerbbicas, o acucar é convertido em COg2, energia e agua, ndo havendo
producéo de alcool. Entretanto, nas condicdes anaerdbicas, a levedura muda para a
fermentacao utilizando em torno de 5% apenas da energia contida na glicose para
produzir etanol como produto final. O fermento prefere a frutose como substrato na
producdo de etanol (CHANDRAKALA; LOBO; DIAS, 2019; WATAWANA et al.,
2015).Quanto as bactérias do &cido latico, os Lactobacillus sdo predominantes na
kombucha, em particular nos estagios posteriores de fermentacdo. O género mais
abundante é o Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum. Pode haver também
a presenca de Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus, Streptococcus
bovis, Streptococcus lutetiensis e Brevibacterium sp. como constituintes em inéculos

de kombucha feita com cha preto.

Por conseguinte, € possivel perceber que inUmeras espécies de bactérias e leveduras
estdo presentes no SCOBY e juntas formam uma forte simbiose que previnem o
crescimento de bactérias contaminantes. As leveduras convertem o agucar em acidos
organicos, COz e etanol. Posteriormente, o etanol produzido é oxidado pelas bactérias
do acido acético e se transforma em &acido acético pela enzima acetaldeido
desidrogenase. As bactérias do acido acético também utilizam da glicose e frutose
para sintetizar acido glucénico e acido acético, respectivamente. Tanto o etanol

gquanto o &cido acético sao antimicrobianos contra patdogenos (LAAVANYA,;
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SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021; SINIR; TAMER; SUNA, 2019; SOARES; DE
LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

O pH da kombucha diminui quando a sua populacdo de bactérias do acido latico e
acidos aceéticos aumentam (SINIR; TAMER; SUNA, 2019). Entretanto, uma producéo
excessiva de acidos organicos podem prejudicar a aceitacdo do sabor (SOARES; DE
LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

O periodo de fermentacdo do cha requer um minimo 3 e um maximo de 60 dias,
variando de acordo as praticas culturais (WATAWANA et al., 2015). Para otimizar o
tempo de fermentacéo, a kombucha é fermentada a temperatura ambiente. A principal
fonte de carbono é a sacarose a uma concentracao de 5 a 20%, oferecendo o meio e
0S nutrientes necessarios para o crescimento dos microrganismos. Por fim, utiliza-se
um SCOBY ou o liquido a uma concentracdo de 10% de uma fermentacado anterior
que sera utilizado como cultura inicial para a fermentagdo (MARTINEZ LEAL et al.,
2018).

Em sintese, variacbes no processo de fermentacdo como a temperatura,
concentracéo de sacarose e o tempo, irdo definir a concentracao final das substancias
organicas como acidos e o pH. Durante esse processo, 0S acidos organicos
produzidos sédo capazes de reduzir o valor do pH do cha, o que resulta na falta de
oxigénio induzida pela acidez. Consequentemente, apesar da bebida ser de origem
microbiana, o niumero de possiveis células microbianas patogénicas sao reduzidos
nesse processo, permitindo que a bebida seja consumida de forma segura
(MARTINEZ LEAL et al., 2018).

A composicdo e a concentracdo de metabdlitos vao depender sempre da tecnologia
utilizada, da fonte de in6culo, da concentracdo de aclUcar e cha, o tempo de
fermentacao e temperatura. Qualquer mudanga em alguma dessas condic¢des, afeta
o produto final. Podem haver diferentes concentracdes de aclUcar entre uma
fermentacao e outra, e devido a isso, a via metabdlica nem sempre acontece do da
mesma forma (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

No processo de fermentacéo do agucar pelas bactérias, ha a produgcdo de um coquetel
complexo de moléculas. A composicao final consiste compostos gerais como etanol,
aminoacidos, polifendis e &cidos organicos como acido latico, citrico, oxalico,

gluconico, glucurdnico e malico. Minerais como Na, K, Ca, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e
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vitaminas sol(veis em agua como vit. C, vit. B1, B2, Bs, B12. Anions como F~, CI~, Br 7,
|7, NO3~, HPO4 e SO4, além das catalases, di6xido de carbono, substancias
antibidticas e enzimas hidroliticas (MOUSAVI et al., 2020; WATAWANA et al., 2015).

O &cido glucurdnico esta associado a um papel na desintoxicacdo xenobiotica dos
rins, devido a sua capacidade de se ligar com as moléculas toxicas que entram no
corpo, e juntamente com a capacidade de aumentar a excrecao delas por meio da
ajuda dos rins e intestino (JAYABALAN; WAISUNDARA, 2019). Ele também esta
envolvido na eliminacdo endobidtica, principalmente da bilirrubina. O processo de
glucoronidacdo previne os efeitos toxicos desses pigmentos, além de impedir a
inibicdo de diversas enzimas envolvidas no metabolismo de carboidrato e proteinas.
Acrescenta-se ainda que o &cido glucurbnico aumenta a biodisponibilidade dos
polifendis, uma vez que ele se conjuga junto com os fendis, melhorando seu transporte
(MARTINEZ LEAL et al., 2018).

Os polifendis por sua vez, sdo compostos ativos com mais de uma unidade estrutural
de fenol por molécula. Sado considerado os antioxidantes mais abundantes presentes
na dieta, desempenhando papel na prevencdo de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo como céncer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares. A kombucha
tem seu efeito protetor em maior parte devido a atividade dos polifenois, compostos
produzidos durante a fermentacéo. O teor de polifenol aumenta durante o tempo de
fermentacdo. A epigalocatequina e a epicatequina sdo as catequinas mais
predominantes no cha (MARTINEZ LEAL et al., 2018).

3.5 Obtencéo da Kombucha

O cha da espécie Camellia sinensis € um dos mais populares para produzir a bebida
Kombuch. Existem trés tipos principais: o cha preto, cha verde e o cha oloong, sendo
0 preto mais utilizado, representando cerca de 80% do cha consumido em todo o
mundo. Os componentes basicos do cha sdo os alcaloides purinicos, como cafeina,
teaflavinas, galotaninos, triterpeno, saponinas, flavonoides, compostos minerais,
vitaminas e carboidratos. O cha preto é popular por suas propriedades de eliminacéo
de radicais com a ajuda dos polifen6is (WATAWANA et al., 2015).
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Nesse sentido, o tipo de cha utilizado influencia diretamente no produto final. O cha
verde, por ter taninos em sua composicdo, concedem um sabor ligeiramente amargo
na bebida. Por outro lado, o chi preto tem mais nitrogénio e purinas em sua
composicdo, tendo um sabor mais suave. Outros tipos de chi também podem ser
utilizados como substratos como o cha de jasmim, cha de amora, cha verde japonés,
entre outros (CHANDRAKALA; LOBO; DIAS, 2019).

Em um periodo de 7 a 10 dias, o consorcio simbidtico da kombucha é capaz de
converter, em condicfes aerdbicas e temperatura ambiente, o aclcar e o cha em uma
bebida marcada por um sabor ligeiramente acido, sendo considerada refrescante e
bem aceita pelos consumidores, além de ser composta por varios acidos,
aminoacidos, vitaminas e algumas enzimas hidroliticas (VILLARREAL-SOTO et al.,
2018). Periodos prolongados de fermentacédo leva a um sabor de vinagre no produto
final. Isso acontece por causa dos acidos organicos, sobretudo o acético e latico,
assim como outros metabdlitos liberados pelos microrganismos, em conjunto com o
CO2 da fermentacéo alcéolica da levedura (COTON et al.,, 2017). Na Figura 1, o

fluxograma representa o método de preparacéo tradicional do cha.



Figura 1 - Método tradicional de preparacéo da kombucha.

Aquecer a agua com aglcar branco + 1 litto de agua
dissolvido e desligar o fogo ao levantar
fervura (85-90°C) g de agucar
Adicionar as folhas de cha na ?gua‘ - 5g de cha
tampar e esperar resfriar até a
) verde ou preto
temperatura ambiente (+ 25° C)

Adicionar o SCOBY com o cha starter
em um recipiente estéril

v

Adicionar no recipiente o cha coado e
tampar com gaze ou pano/papel
poroso

v

Apds 7-10 dias de fermentagdo em
temperatura ambiente, a bebida pode
ser transferida para uma garrafa para

ser saborizada

Fonte: Do Autor.
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4 METODOLOGIA
4.1  Obtencéo da kombucha artesanal

O SCOBY foi obtido por meio da doacdo de uma discente do curso de Nutricdo. O
método artesanal foi desenvolvido a partir do modo padrdo. Para o preparo da bebida
utilizou-se 1 litro da agua destilada, cha verde (Camellia sinensis) a 10% (p/v) com
20% de sacarose (p/v) em ebulicdo por 15 minutos. O cha foi deixado em repouso até
gue atingisse a temperatura ambiente. Em seguida, ele foi coado com uma peneira de
aluminio esterilizada e transferido para um béquer de vidro com capacidade para 2 L.
No mesmo béquer, acrescentou-se o0 SCOBY juntamente com o cha starter, sua
superficie foi coberta com um papel toalha poroso e o recipiente foi incubado em
temperatura ambiente ao abrigo de luz para a fermentagéao por 7 dias. Na Figura 2
esta representada a kombucha artesanal com 7 dias de fermentacgéo.

Este procedimento foi realizado trés vezes, obtendo-se, portanto, trés amostras.

Figura 2 - Kombucha artesanal com 7 dias de fermentagao.

G,

Fonte: Do Autor.

4.2  Obtencédo da kombucha comercial

Como amostra de kombucha comercial, foi utilizada uma marca de kombucha
adquirida no mercado local do municipio de Ouro Preto - MG. Foram obtidas 3
unidades de uma mesma marca, sendo todas do mesmo lote e com sabor original de

ché verde. Ao serem adquiridas, as garrafas foram levadas para o Laboratério de
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Microbiologia dos Alimentos da Escola de Nutricdo (ENUT) da Universidade Federal

de Ouro Preto (UFOP) para realizacéo das analises microbiologicas.

4.3  Preparo das amostras

As amostras de kombucha foram submetidas a contagem de bactérias laticas,
acéticas e leveduras. Realizou-se o preparo das diluicbes decimais seriadas. Para
realizar as dilui¢cdes, utilizou-se 25+0,2 mL de cada amostra da bebida kombucha que
foi imediatamente diluida em 225 mL de solucdo peptonada tamponada 0,1%
esterilizada. Em seguida, a mistura foi homogeneizada manualmente por 2 minutos
para, dessa forma, obter a primeira diluicdo, 10-1. Posteriormente, foi transferido 1 mL
da diluicdo 10! para um tubo de ensaio, contendo 9 mL de solucdo peptonada
tamponada a 0,1%, homogeneizou-se o tubo com auxilio de vortex e, sendo assim,
adquiriu-se a diluicdo 102 e, assim, sucessivamente até a diluicdo 10°. Todas as

analises foram realizadas em duplicata e somente da parte liquida das amostras.

4.4  Quantificacdo das bactérias acido laticas

A enumeracdo das bactérias acido laticas (BAL) foi realizada de acordo com a
metodologia da The International Organization Standardization (ISO, 1998). Foi
realizado o plaqueamento em profundidade (pour plate) em 4gar Man, Rogosa e
Sharpe (MRS), previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. Foram inoculadas
as diluicbes 104, 10 e 10 das amostras das kombuchas artesanal e comercial. As
placas foram colocadas na jarra de anaerobiose e incubadas a 30+1°C por 72 horas.
Apo6s o tempo de incubacéo, foi realizada a contagem das colbnias isoladas no
contador de col6nias Phoenix CP 602° e os resultados foram expressos em Log UFC
mL! (Logaritmo de Unidades Formadoras de Col6nias). As col6nias que cresceram
nos meios de cultura foram submetidas ao teste de catalase com peréxido de

hidrogénio a 3% e coloragéo de Gram.

4.5  Quantificacdo das bactérias acido acéticas

Para a quantificacdo de bactérias acido acéticas (BAA) foi realizado o plagueamento
em superficie (spread plate) das diluicbes em agar MEP (CAMU et al., 2007). Foram
inoculadas as diluicdes 103, 104 e 10° das kombuchas artesanal e comercial e as

placas foram incubadas em BOD Cienlab a 30£1°C por 3 a 4 dias. Apds o tempo de
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incubacéo, foi realizada a contagem das colbnias isoladas e os resultados foram

expressos em Log UFC mL.

4.6 Quantificagao de leveduras

Para a quantificacao de leveduras foi realizado o plaqueamento em superficie (spread
plate) das diluicbes em agar batata dextrose (BDA) acidificado com solucéo de acido
tartarico 10% para cada 100 mL (MORTON, 2001). Foram inoculadas as diluicées 10
3, 10* e 10° das kombuchas artesanal e comercial. Incubaram-se as placas em
aerobiose a 25£1°C C por 4 dias. Apds o tempo de incubacgdo, foi realizada a

contagem das coldnias e os resultados foram expressos em Log UFC mL™.

4.7 Caracterizagao dos microrganismos isolados das amostras de kombucha

As colbnias isoladas das amostras de kombucha foram submetidas ao teste de
catalase com peroxido de hidrogénio a 3% e coloracdo de Gram, seguida de

observacdo microscopica em microscopio Bioval®.

4.8  Andlises fisico-quimicas
4.8.1 Acidez titulavel

A andlise de acidez titulavel foi realizada no Laboratorio de Bromatologia da ENUT
pelo método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Com o auxilio de uma
pipeta de vidro, foram transferidos 50 mL de kombucha artesanal para um erlenmeyer
de 250 mL, sendo a andlise feita em triplicata, caracterizando-as como V1, V2 e V3. O
mesmo procedimento foi realizado para a kombucha comercial. A acidez titulavel foi
obtida por meio da titulacéo, adicionando 5 gotas de fenolftaleina em cada erlenmeyer
e em seguida titulou-se a amostra com uma solucdo de NaOH padronizada 0,1 mol/L
até a amostra atingir uma coloragéo rosea. A acidez titulavel foi calculada conforme a

Equacdo 1 e os resultados expressos como g L de 4cido acético.

VxFxMxPM
)xlO

A . . 4 AO =
cidez total titulavel (A%) ( 10xPxn

Sendo:

A= Acidez total titulavel (%), em g de acido organico por cento (m/m ou m/v);

V= Volume gasto na titulagdo de NaOH (mL);
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F= Fator de correcéo da solucédo de NaOH,;

M= Molaridade da solu¢céo de NaOH;

PM= Peso molecular do &cido correspondente (g);
P= Massa da amostra (g);

N= Numero de hidrogénios ionizaveis.

4.8.2 pH

Em um béquer com capacidade de 50 mL, foi adicionado 20 mL de amostra, sendo
uma de kombucha artesanal e outra de kombucha comercial, ambas foram
submetidas a analise de determinacdo de pH com auxilio de um pHmetro BEL
Engineering S.r.l.®, previamente calibrado, seguindo as instrucées do proprio

fabricante. Os resultados foram coletados de forma direta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Quantificacéo e caracterizacado de bactérias acéticas, laticas e leveduras

Os microrganismos quantificados em cada amostra foram submetidos aos testes de
catalase e coloracdo de Gram para confirmagdo das caracteristicas inerentes a cada
tipo. As figuras 3, 4 e 5 exemplificam as placas contendo colbénias de bactérias
acéticas, laticas e leveduras e seus respectivos testes de coloracdo de Gram.

Figura 3 - Microrganismos isolados para a quantificacdo e caracterizacdo das
bactérias laticas.

Fonte: Do Autor.

Figura 4 - Microrganismos isolados para a quantificacdo e caracterizacdo das
bactérias acéticas.

Fonte: Do Autor.
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Figura 5 - Microrganismos isolados para a quantificacdo e caracterizacdo das
leveduras.

Fonte: Do Autor.

De acordo com a literatura, as bactérias laticas, de modo geral, apresentam-se
negativas para o teste de catalase, isso significa que elas ndo liberam gas Oz na
presenca de H202, ndo havendo producgédo de bolhas. Na caraterizagdo microscopica,
elas sdo Gram-positivas (+) e morfologicamente se apresentam como bastonetes ou
cocos (ANDRES BARRAO, 2012). No presente estudo, € possivel observar que as

colénias de bactérias laticas isoladas (Figura 3) estdo condizentes com a literatura.

As bactérias acéticas respondem de forma positiva ao teste de catalase, o que indica
que elas liberam gases. Na coloracdo de Gram, elas definem-se em forma de
bastonetes e sdo Gram-negativas (-), podendo ocorrer de forma Unica, em pares ou
cadeias (GOMES et al, 2019). Pode-se perceber que as colbnias de bactérias acéticas

isoladas (Figura 4) nesse estudo se encontram de acordo com o descrito na literatura.

J& as leveduras, em relacéo ao teste de catalase, também se apresentam positiva,
liberando gas Oz na presenca de H202. Por fim, na coloragdo de Gram, as leveduras
geralmente sdo Gram-positivas (+), ou, a depender, podem se apresentar indefinidas
(ANDRES BARRAO, 2012). Dessa forma, ao realizar o teste de catalase e coloragao
de Gram em leveduras isoladas (Figura 5) pode-se considerar que estas estdo em

adequacao com a literatura.
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Portanto, no presente estudo foi possivel verificar, por meio do teste de catalase e
coloracdo de Gram, que as bactérias laticas, acéticas e as leveduras presentes na
kombucha apresentaram caracteristicas coerentes ao que esta descrito na literatura
(ANDRES BARRAO, 2012; GOMES et al, 2019).

Na Tabela 2 encontram-se o0s resultados das contagens de células viaveis de
bactérias laticas das amostras de kombucha artesanal (KA) e comercial (KC). Foram
encontrados, em ambos os tipos, valores médios entre 5 Log UFC mL?! (KC) e
6 log UFC mL™ (KA), verificando-se que as amostras de KC apresentaram uma maior
variacao.

Tabela 2 - Quantificacdo de bactérias laticas nas amostras de kombucha artesanal
(KA) com 7 dias de fermentacao e kombucha comercial (KC).

Bactérias Laticas (Log UFC mL™Y)

Amostras KA KC
1 5,98 5,60
2 7,08 6,78
3 6,20 4,00
Média + desvio padrao 6,42 + 0,58 5,46 £1,39

Coton et al. (2017) realizaram a enumeracao de bactérias laticas de kombuchas de
chas verde e preto tanto no biofilme quanto no liquido obtidos de fermentacéo
realizada no periodo de 0 a 8 dias. Os resultados da contagem de bactérias laticas
para a kombucha do cha verde, com 8 dias de fermentacdo, foram de
aproximadamente 7,0 Log UFC mL™, portanto, esses resultados sédo semelhantes aos
do presente estudo (COTON et al., 2017).

Por outro lado, Santos et al. (2017) relataram o valor de apenas 2,95 log UFC mL1de
bactérias do acido latico, no entanto, a analise foi realizada com 25 dias de
fermentacdo e em cha preto.

A andlise molecular de cinco kombuchas de ché preto, provenientes de localiza¢des
geograficas distintas (Canada, Reino Unido, Estados Unidos e Irlanda), identificou
proporcdes consideraveis de bactérias de acido latico sendo identificados os géneros

Lactobacillus e Lactococcus (March et al., 2014),

Os resultados das contagens de células viaveis de bactérias acéticas das amostras

de KA e KC estéo representados na Tabela 3. Os valores médios encontrados foram
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em torno de 7 log UFC mL? (KA) e 6 log UFC mL* (KC). Novamente as contagens

para ambas as amostras foram semelhantes.

Tabela 3 - Quantificacdo de bactérias acéticas nas amostras de kombucha artesanal
(KA) com 7 dias de fermentacao e kombucha comercial (KC).

Bactérias Acéticas (Log UFC mL™)

Amostras KA KC
1 7,04 5,85
2 7,43 7,04
3 7,43 6,15
Média + desvio padrao 7,30 £ 0,23 6,34 £ 0,62

Neffe-Skocinska et al. (2017) fermentaram uma kombucha mista de ch& preto com
cha verde, por 10 dias, sob trés temperaturas diferentes (20° C, 25° C e 30° C). No
sétimo dia de fermentacéo eles obtiveram uma contagem de bactérias acéticas de 7,1
Log UFC mL™, resultando em uma contagem bem semelhante a encontrada no
presente estudo. De acordo com 0s autores, a concentracdo de acido acético e citrico
comecam a aumentar apos o terceiro dia de fermentagdo. As bactérias do acido
acético sdo responsaveis por formar novas camadas de celulose, além de
metabolizarem o &lcool produzidos pelas leveduras em acidos organicos (acido
acético, glucurénico e glucbnio) aos quais sdo atribuidos aspectos saudaveis da
kombucha (NEFFE- SKOCINSKA et al., 2017).

Ademais, Santos, Barbosa e Lacerda (2017) também encontraram valores de
bactérias acéticas proximos ao presente estudo (6,90 Log UFC mL). Assim como
Silveira, Almeida e Santos (2019), que realizaram contagem de células viaveis de
bactérias acéticas em kombuchas comerciais, e encontraram valor minimo de 6,04
Log UFC mLt e maximo de 6,30 Log UFC mL™.

Gomes et al. (2019) relataram que as principais cepas de bactérias acéticas
encontradas na kombucha s&o Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus,
Gluconobacter oxydans e Komagataeibacter xylinus, no entanto, as kombuchas
podem variar suas conformacdes de populacdo de acordo com a regido, condicdes
de células viaveis, tempo de fermentacéo e substratos (DUFRESNE & FARNWORTH,
2000).
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Na Tabela 4 estdo representados os resultados das contagens de células viaveis de
leveduras das amostras de KA e KC. Foram encontrados valores médios entre 6 Log
UFC mL™* para ambos os tipos de kombucha.

Tabela 4 - Quantificacdo de leveduras nas amostras de kombucha artesanal (KA) com
7 dias de fermentagao) e kombucha comercial (KC).

Leveduras (Log UFC mL?)

Amostras KA KC
1 5,52 5,93
2 7,62 7,26
3 7,30 6,30
Média + desvio padrao 6,81+1,13 6,50 =+ 0,68

O presente estudo obteve contagens similares para leveduras em comparagdo com
Chen e Liu (2000), que realizaram a contagem de células viaveis de leveduras em 9
amostras de kombuchas de diferentes origens de Taiwan, nas quais apresentaram
uma elevacao inicial com o tempo de incubacao (6° dia £ 14° dia), obtendo contagens
de 5 a 6 Log UFC mL%, no entanto, apés o periodo de 14 dias, as leveduras

apresentaram uma reducao gradual.

Yikmis e Tuggum (2019) realizaram andlises microbiologicas e fisico-quimicas em
diferentes preparacfes de kombucha, a base de cha verde e manjericdo com
diferentes proporcdes de cada ingrediente. Eles encontraram valores médios para
contagem de leveduras de 2,48 Log UFC mL* para kombucha a base de cha preto
(100%), ja& para kombucha a base de cha preto e manjericdo roxo (50% de cada),
encontraram valores de 2,18 Log UFC mL? de leveduras, ambas com 10 dias de

fermentacao.

Santos, Barbosa e Lacerda (2017) encontraram valor minimo de contagem de
leveduras de 6,17 Log UFC mL1 e maximo de 7 Log UFC mL* em um periodo de 25
dias de fermentagdo. As culturas de kombucha de diferentes regides nao tém
composi¢des quimicas e microbioldgicas padronizadas, diversos fatores influenciam
na composi¢cao do cha, portanto, as variacbes encontradas no presente estudo em

relacdo aos outros resultados eram esperadas.

Teoh et al. (2004), isolaram leveduras em 4 kombuchas comerciais para identificacédo
de diferentes espécies, e foi possivel observar que houve variacdo entre os produtos.

As espécies encontradas foram Brettanomyces bruxellensis, Candida stellata,
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Schizosaccharyces pombe, Torulaspora delbrueckii e Zygosaccharomyces bailii.
Essas também foram relatadas em outros estudos (JANKOVIC & STOJANOVIC,
1994; FRANK, 1995; MAYSER et al., 1995; LIU et al., 1996). Portanto, pode-se dizer
que, apesar das culturas microbianas da kombucha serem diversas, existem espécies
gue sao altamente prevalentes. Nesse mesmo estudo, eles avaliaram o crescimento
das leveduras e obtiveram pico de populacéo entre os dias 6 e 8 de fermentacao. A
populacéo de leveduras variou de 104 UFC/mL (4 Log UFC mL) a 10® UFC/mL (6 Log
UFC mL™) (TEOH et al., 2004). O valor maximo da variacéo foi similar ao valor médio

de leveduras presentes nas KA e nas KC do presente estudo.

A guantificagdo de bactérias laticas, acéticas e leveduras apresentaram-se coerentes
com base na literatura. Nao houve diferencas discrepantes entre a kombucha
artesanal e comercial nesse quesito. No entanto, ainda ndo ha uma legislacao
especifica da kombucha para o parametro microbiolégico, dessa forma nao é possivel
alegar que a quantidade de microrganismos encontrados no presente estudo foi

satisfatoria.

5.2 Acidez Titulavel

De acordo com os resultados de acidez titulavel obtidos (Tabela 5), foi possivel
verificar que para as amostras de KA houve variacdo médiade 3,6 gL*a45gL'e
para KC a variacdo foide 0,8 g L't a 3,5 g L*. Pode-se perceber que a KC apresentou
valores de titulacdo mais baixos do que KA, em especifico nas amostras de KC2. No
periodo de analise, a amostra de KC2 foi acidentalmente congelada, logo, esse valor
de titulacdo mais baixo pode ter ocorrido em razéo da variacdo de temperatura que

ela foi submetida. ou devido a uma falta padronizacdo durante sua producao.

As amostras de KC apresentaram também mais variacdes nos valores de acidez do
gue KA gue podem estar associadas a falta de padronizacdo na obtencao industrial
do produto. Nao foi possivel verificar os procedimentos usados na produ¢céo em escala
industrial dessas kombucha, o que poderia explicar os diferentes resultados de acidez
titulavel. Além do mais, aspectos como localizagédo geografica, temperatura, tempo de
fermentacdo influenciam na composicdo da bebida, logo, podem influenciar
diretamente nesses valores (WATAWANA et al., 2015).
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Tabela 5 - Resultados dos valores de acidez titulavel (AT), fator de correcdo (FC) do
NaOH, média e desvio padrdo (DP) da kombucha artesanal (KA) com 7 dias de

fermentacao e da kombucha comercial (KC), ambas a base de cha verde.

Acidez Titulavel (g.L! de acido acético)

Volume gasto FC de

Amostra de NaOH (mL) NaOH AT Média DP(x)
32.0 3,7499

KAL 321 0.9757 3,7617 3,7265 0,0511
31.3 3.6679
316 3,5202

KA2 338 0,9299 3,7749 3.6446 0,1235
32,5 3,6298
40,0 4,4674

KA3 40,0 0,9299 4,4674 44823 00258
40 4 4,5121
23.9 2 6693

KC1 21.7 0,9299 24236 25278 0,1270
22.3 2 4906
73 0.8153

KC2 75 0,9299 0.8376 0.8227 0,0129
7.3 0.8153
328 3.6633

KC3 31,5 0,9299 3,5181 3,4920 0,1857
20.5 3,2947

No estudo de Rodrigues et al. (2018), ao realizarem a caracterizagao fisico-quimica

em uma kombucha a base de hibisco, encontraram um valor igual a 0,18% de acidez

titulavel, o que corresponde a 1,8 g LX. Os valores relatados estdo consideravelmente

abaixo dos valores encontrados no presente estudo, isso pode ser explicado devido

ao fato de que o substrato utilizado para fermentar o cha foi diferente, bem como o

tempo de fermentagdo bem como o SCOBY. Ja Santos et al. (2019), ao realizarem
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analises fisico-quimicas em kombuchas a base de cha verde, obtiveram valor de 2,07

g Lt com 6 dias de fermentacgéo.

Cvetkovic et al. (2019), ao fermentarem uma kombucha a base de cha preto por 3 e 4
dias, identificaram valores de 4,32 e 6,23 g L'lde acido acético, respectivamente. Ja
Tannticharakunsiri et al. (2021), encontraram um valor de acidez titulavel de
aproximadamente 6 g L't em uma Kombucha fermentada com cha oolong por 7 dias.
Um teor de acidez total titulavel entre 0,4 e 0,5% (4 a 5 g L?) tem sido relatado como
indicativo do término do processo fermentativo associado a qualidade sensorial.
(CVETKOVIC, 2008; VELICANSKI et al. 2013).

Os &cidos organicos presentes na kombucha sdo obtidos durante o processo de
fermentacao, resultado da simbiose das bactérias e leveduras. Logo, os valores de
acidez titulavel podem variar devido a comunidade microbiana do cha e outros
parametros de fermentacédo serem diferentes e isso reflete no valor final da acidez.
Ademais, a acidez titulavel da kombucha pode ser influenciada pelos diferentes
substratos utilizados e pela adicdo de componentes na fermentacdo secundaria
(SUHRE, 2020).

53  pH

Os resultados de pH obtidos dos dois tipos de kombucha a base de ch& verde podem
ser vistos na Tabela 6. Os valores de pH encontrados na KA apresentaram variacéo
minima de 3,9 e maxima de 4,0. Ja para KC, variaram de 3,5 a 3,7.

Tabela 6 - Resultados dos valores de pH da kombucha artesanal (KA) com 7 dias de
fermentacao e da kombucha comercial (KC), ambas a base de cha verde.

Padrao de Identidade e
Qualidade* (PIQ)

Parametro pH

Amostras KA KC Min. Max.
1 3,9 3,7
2 3,9 3,7 2,5 4,2
3 4,0 3,5

*Instrugdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019/MAPA
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De acordo com os resultados foi possivel observar que ndo houve grande
discrepancia entre os valores de pH das amostras de KA e KC. Além disso, ao
comparar apenas as amostras de KA, os valores de pH nao tiveram grandes variagbes
e 0 mesmo ocorreu para as amostras de KC. Todos os valores de pH encontrados
estdo em consonancia com o preconizado pela IN 41/2019 do MAPA, indicando que
as amostras analisadas podem ser consideradas seguras para o consumo (BRASIL,
2019). Valores mais baixos de pH sdo desejaveis uma vez que a acidez tem
capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patégenos (MARTINEZ LEAL
et al., 2018).

Moura (2019) ao analisar a cinética do pH da kombucha no sétimo dia de fermentacéo,
obteve um resultado proximo a 3,30 e, ao final do décimo dia, a bebida atingiu um pH
de 3,14. Santos, Barbosa e Lacerda (2017) ao produzir uma kombucha a base de cha
preto fermentada por 25 dias, encontrou um pH de 3,98. Santos (2019), ao fazer
andlises de pH com kombuchas comerciais, encontrou valores de pH de 3,18 a 3,31,
semelhante ao encontrado no presente estudo. Ja Neffe-Skocinska et al. (2017),
avaliaram a fermentacdo de kombucha de cha verde com cha preto e, com 7 dias de
fermentacao, obtiveram um valor minimo de pH de 2,71 e maximo de 2,88 em uma

temperatura de 30 °C a 20 °C, respectivamente.

Os acidos organicos produzidos durante o processo de fermentacéo sdo responsaveis
por diminuirem o valor do pH do chd, logo, quanto maior o tempo de fermentacéo,
mais o pH tende a diminuir. Dessa forma, mesmo que a bebida kombucha seja de
origem microbiana, pH mais baixos promovem seguranca microbiolégica da bebida
para o consumo, mantendo apenas a microbiota desejavel do produto (MARTINEZ
LEAL et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

A quantificacdo de bactérias laticas, acéticas e leveduras apresentaram-se coerentes
com base na literatura. Nao houve diferencas discrepantes entre a kombucha

artesanal e comercial nesse quesito.

De forma geral, a acidez titulavel apresentou resultados relativamente distintos em
comparacao a outros estudos. Entretanto, € fato que diversos fatores influenciam na
composicdo do chd, logo, as variagcdes encontradas no presente estudo em relagcéo
aos outros resultados sdo aceitaveis, sendo essas variacdes resultado dos diferentes

fatores que influenciam a composicédo da kombucha.

As kombuchas artesanal e comercial apresentaram valores de pH ligeiramente
diferentes entre si, mas ambas estavam dentro do parametro estabelecido pelo PIQ

da bebida, o que a caracteriza segura para consumo.



42

7 CONSIDERACOES FINAIS

Ressalta-se que este estudo faz parte de um projeto que pretende avaliar o potencial
antimicrobiano da kombucha artesanal e comercial consumidas na regido de Ouro
Preto, portanto, a quantificacdo e isolamento dos microrganismos presentes s&o
importantes como um processo inicial para a pesquisa. A realizacdo de novos estudos

para a identificacdo dos microrganismos seria muito relevante.

Também seria de igual importancia avaliar a cinética tanto do crescimento
microbiolégico quanto das andlises fisico-quimicas em periodos distintos de
fermentacdo, para determinar o tempo de fermentacdo que propicia a melhor
qualidade da kombucha quanto as suas caracteristicas. Além disso, a realizacdo da
fermentacdo da kombucha a partir de outros substratos, como outros tipos de chéa
provenientes da Camellia sinensis e verificar a aceitacdo sensorial das formas
artesanal e comercial por parte dos consumidores traria mais contribuicdes acerca do

produto.
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