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RESUMO

A kombucha é uma bebida levemente adocicada e acida produzida usualmente a partir da
fermentacao de ché preto ou verde adocgado, realizada por uma cultura simbidtica de bactérias
e leveduras (SCOBY). Recentemente, por conta de inimeros beneficios relacionados a salde
relatados pela sabedoria popular e uma revolucédo alimentar direcionada a producgéo e aquisicao
de produtos artesanais, o consumo de kombucha tem se popularizado no Brasil. Nesse contexto,
surgiu a preocupacdo de criar uma legislacdo especifica para definir os padrdes de identidade
e qualidade da bebida (P1Q). Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizacdo fisico-quimica e do microbioma de kombuchas produzidas e comercializadas no
Brasil. Foram analisadas amostras de seis diferentes marcas em trés periodos de tempo de
armazenagem, para representar as condi¢cdes em que esse produto chega ao consumidor. As
marcas de kombucha foram avaliadas quanto aos parametros de teor alcodlico, pH e acidez
total titulavel. Todas as amostras analisadas através de Alcolyzer Beer apresentaram teor
alcoolico acima de 0,5%, sendo consideradas bebidas alcodlicas que precisam ser devidamente
rotuladas. Além disso, os resultados obtidos na anélise de pH e acidez total titulavel sugerem
que as kombuchas analisadas sdo seguras para 0 consumo de seres humanos saudaveis, de
acordo com os critérios indicados pela literatura. Por outro lado, as bactérias e fungos presentes
nas amostras de diferentes marcas foram identificadas atraves da amplificacdo por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de alto rendimento (HTS), na plataforma
Illumina, das regibes 16s rRNA e espacador interno transcrito (ITS). Os dados gerados
resultaram em 117 sequéncias variantes de amplicons (ASVs) bacterianas e 33 ASVs fungicas,
onde foram identificadas as espécies com maior abundancia relativa nas amostras, como as
bactérias Oenococcus oeni, Lactobacillus ruminis, Gluconacetobacter intermedius e Bacillus
flexus e os fungos Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala e Lachancea fermentati. Assim, as
informagdes obtidas neste trabalho auxiliaram em uma melhor compreensdo acerca da
composicao dos produtos disponibilizados no mercado brasileiro e no desenvolvimento do PIQ

da bebida no pais.

Palavras-chave: Kombucha, bebida, legislacdo, fermentacédo alcodlica, cha verde, chéa preto.



ABSTRACT

The kombucha is a slightly sweet and acidic drink normally produced through fermentation of
black or green tea, carried out by a Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts (SCOBY).
Recently, due to countless health-related benefits described by popular wisdom, and a food
revolution orientated to production and acquisition of artisanal products, kombucha
consumption has become popular in Brazil. In this context, the concern arose to create specific
legislation to define the identity and quality standards for the beverage (S1Q or PIQ). Thus, the
present study aimed to performed the physicochemical and microbiome characterization of
kombucha produced and commercialized in Brazil. Samples from six different brands and
storage in three periods were analyzed to reproduce the conditions in which this product reaches
the consumer. The brands were evaluated for alcohol content, pH and total titratable acidity.
All samples analyzed through Alcolyzer Beer Analyzing System had an alcohol content above
0.5%, thus considered alcoholic beverages that need to be correctly labeled. In addition, the
results obtained in pH and total acidity analysis suggested that the kombuchas are safe for
healthy human consumption, according to the criteria recommended by literature. On the other
hand, bacteria and fungi present in the different brands were identified through polymerase
chain reaction (PCR) and high-throughput sequencing (HTS) on the Illumina platform of the
16s rRNA and ITS (Internal Transcribed Spacer) regions, respectively. The data generated
included 117 bacterial ASV (amplicon sequence variant) and 33 fungal, identified as species
with greater relative abundance in the samples, like bacteria Oenococcus oeni, Lactobacillus
ruminis, Gluconacetobacter intermedius, Bacillus flexus and the fungis Dekkera bruxellensis,
Dekkera anomala and Lachancea fermentati. Thus, the information acquired in this work
supported a better understanding about the composition of the products available in Brazilian
market and in the development of the SIQ for the Brazilian kombuchas.

Keywords: Kombucha, beverage, legislation, fermentation alcoholic, black tea, green tea.
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1. INTRODUCAO

Recentemente, tem-se observado uma preocupacao crescente em relacdo a origem dos
alimentos. Além disso, a divulgagdo de diversos estudos relevantes sobre o impacto dos
alimentos no meio ambiente e na salde, tem estimulado as pessoas a repensarem suas fontes
de consumo (HILL etal., 2017; SCHMITT et al., 2017; SELHUB et al., 2014). Nesse contexto,
foi observado um aumento na procura de produtos feitos em casa e/ou provenientes de
pequenos produtores locais, conhecidos como produtos artesanais. Também ha um progressivo
interesse nos alimentos e bebidas ditos “funcionais”, que além de suprirem as fungdes
nutricionais basicas, oferecem beneficios a saude do individuo (KAUR & SINGH, 2017).

Da mesma forma, tém-se difundido a producédo e o consumo da kombucha. Conhecida
popularmente por seus atributos curativos e funcionais, a bebida pode ser facilmente produzida
em casa. Levemente &cida e carbonatada, tem-se popularizado como uma alternativa aos
refrigerantes. Embora sua producdo e consumo seja milenar, a origem desta bebida ainda néo
foi totalmente elucidada. Porém, acredita-se que tenha surgido no continente asiatico
(DUFRESNE & FARNWORTH, 2000). Consiste, usualmente, no preparo do cha verde ou
preto adocicado, fermentado através da adicdo de uma cultura simbidtica de leveduras e
bactérias (SCOBY — Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts), acomodadas em uma matriz
de celulose. Pode ainda ser realizada uma segunda fermentacdo para carbonatar a kombucha,
adicionando-se uma nova fonte de acUcar a bebida (SANTOS, 2016).

Essa tradicional bebida fermentada comegou a ser comercializada e ganhou
popularidade significativa nos Estados Unidos, nos ultimos anos. De acordo com a Kombucha
Brewers International (2018), o mercado gerado a partir da comercializagéo da bebida deve
atingir US$ 1,8 bilhdo até 2020. No Brasil, gradualmente tem emergido o interesse no produto.
Desse modo, por conta de uma rapida expansdo no mercado brasileiro, a caracterizagdo da
composicdo da kombucha tornou-se uma preocupacao, sobretudo para os consumidores de
grupos de risco, como mulheres gravidas, pacientes imunocomprometidos, criangcas e
condutores de veiculos. Ainda considerando a destreza do processo de producdo da kombucha,

torna-se indispensavel conhecer detalhes da composicao fisico-quimica, visando evitar fraudes
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em sua fabricacéo, como a adi¢cdo de componentes que ndo fazem parte do processo tradicional
de producéo de kombucha ou ndo foram produzidos naturalmente através da fermentacao.

Com a recente popularizacdo, diversos trabalhos cientificos tém investigado as
propriedades antioxidantes e probidticas da kombucha. Porém, ainda h& poucos estudos em
humanos (ALOULOU et al., 2012; BHATTACHARYA et al. 2011; KOZYROVSKA et al.,
2012). Essas propriedades parecem ter relacdo com os polifenois presentes no cha e com a
microbiota da bebida. Nesse contexto, sabe-se que a composi¢do microbiana é variada e pode
ser influenciada por fatores como manipulacdo, temperatura, fonte de nutrientes e o ambiente.
Assim, a caracterizacdo da microbiota de kombuchas produzidas em diferentes locais vém
sendo realizada (MARSH et al., 2014; REVA et al., 2015; CHAKRAVORTY et al., 2016;
COTON et al., 2017; DE FILIPPIS et al., 2018; ANKAN et al., 2020). No entanto, até o
momento, ndo existiam estudos caracterizando a microbiota de kombuchas produzidas e
comercializadas no Brasil.

Como esse mercado é bastante recente e inovador, a composicao dos produtos ndo esta
completamente elucidada e frequentemente aparecem nas gondolas produtos com novas
composic¢des. Quando tratamos acerca da seguranga no consumo de um produto pouco
conhecido, apesar da producdo ocorrer em um ambiente de fermentacdo aberta, o pH acido da
kombucha parece impedir o crescimento da maioria dos microrganismos patogénicos
(VILLAREAL-SOTO et al., 2018). Desta maneira, para garantir a seguranca microbioldgica
da bebida, o pH apo6s a fermentacdo ndo deve ultrapassar a medida de 4,2. Contudo, a
manipulacdo inadequada e falta de higiene no processo ainda podem contribuir com uma
eventual contaminacdo. Outro fator a se considerar € que, para a obtencdo de uma bebida
sensorialmente agradavel e segura, a fermentacdo deve terminar quando a acidez total atingir
o valor ideal de 4 a 5 g/L (VELICANSKI et al., 2014).

Além disso, foi relatado que algumas kombuchas podem apresentar teores de alcool
acima de 0,5% ABV (Alcohol By Volume) (EBERSOLE et al., 2017). De acordo com a
legislacdo brasileira, isso caracterizaria esses produtos como bebidas alcodlicas. Porém,
verificando-se as embalagens de kombuchas disponiveis no mercado brasileiro, ndo foram
encontradas informacgBes nos rotulos quanto ao teor alcodlico dessas bebidas. Nesta
circunstancia, considerando a fermentagdo continua, que pode ocorrer durante o transporte e
armazenamento, um aumento no nivel de etanol pode ser verificado no produto no momento
da compra. Desse modo, é importante que os produtores sigam protocolos minimos, como a

mensuracao da acidez total titulavel e do pH, para assegurar a seguranga e qualidade da bebida.
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Por fim, até 0 momento da redacao do projeto desta dissertacao, ndo havia na legislacado
brasileira, regulamentacao especifica que tratasse da producdo e comercializagdo da kombucha.
Dessa forma, os estudos de caracterizacdo fisico-quimica desta bebida, realizados no presente
trabalho, foram importantes contribuintes junto ao Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) na construcdo do padrao de identidade e qualidade (P1Q) do produto
em territdrio nacional, resultando na Instrucdo Normativa n° 41/2019 (BRASIL, 2019). Além
disso, este é o primeiro estudo caracterizando o microbioma de kombuchas produzidas e
comercializadas no Brasil. O sequenciamento de alto rendimento (HTS) do gene 16s rRNA e
da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) permitiu caracterizar as comunidades bacterianas

e flngicas presentes nas seis marcas de kombucha, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica e do microbioma de seis marcas de kombuchas

produzidas e comercializadas no Brasil.

2.2 Objetivos especificos

- Mensurar a concentracéo alcodlica, pH e acidez total titulavel de amostras de trés lotes
pertencentes a seis marcas de kombucha;

- Comparar valores de grau alcodlico, pH e acidez total entre as marcas ao longo do
tempo de armazenamento, com niveis seguros indicados pela literatura;

- Caracterizar a comunidade bacteriana e flngica presente nas amostras de kombucha;
- Verificar a diversidade e abundancia relativa microbiana das amostras de kombucha;
- Disponibilizar informacfes que auxiliem o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento na construcao no PIQ (Padrdo de Identidade e Qualidade) de kombucha

no Brasil.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AREVOLUCAO AZEDA

O ser humano ¢ aquilo que bebe e come. Do ponto de vista sociologico, as escolhas
alimentares refletem um modo de ver e interagir com 0 mundo (LUPTON, 1996). Do ponto de
vista bioldgico, é conhecido que 0s microrganismos ingeridos através de alimentos
fermentados podem até modular o comportamento humano (BORRE et al., 2014; BLASER,
2014; MOLONEY etal., 2014; ERCOLINI & FOGLIANO, 2018;). Além disso, estima-se que
existam mais células microbianas do que células préprias no corpo humano (SENDER et al.,
2016) e a energia produzida através da digestdo dos nutrientes ingeridos, com o auxilio desses
microrganismos, € utilizada para todas as func@es vitais basicas.

Paralelamente, quando a alimentacdo é analisada em um contexto macro, compreende-se
que comer e beber vém se tornando cada vez mais atos politicos. Crises no sistema alimentar
tém estimulado partidos e movimentos sociais a diversas a¢fes (WARDE, 2016). Enquanto
isso, ha um crescente reconhecimento de que os proprios valores que sustentam 0s arranjos
contemporaneos de fornecimento de alimentos necessitam de uma revisdo critica (GAZOLLA
& SCHNEIDER, 2017).

Diante disso, diversos movimentos fomentaram padrdes alternativos de producdo e
consumo e tomaram forca no mundo inteiro (DUELL, 2013). Como por exemplo, o Slow Food,
criado pelo jornalista italiano Carlo Petrini, na deécada de 80, que prioriza estruturas
corporativas colaborativas (SLOW FOOD INTERNATIONAL, 2018). Esses movimentos
surgem com o proposito de diminuir os impactos negativos do atual modelo agroalimentar na
sociedade, baseado na maximizacéao da eficiéncia econdémica e da produtividade.

Nesse ambito, tais agdes visam modificar a relacdo dos produtores e dos consumidores com
os alimentos, trazendo uma visdo mais humanizada. Também sdo estimuladas acdes de
“comércio justo” e ha o desejo progressivo na descoberta da origem do que é consumido. Em
um novo cenério de interagdo mais profundo, consumidores e produtores trabalham para
construir relacionamentos alimentares novos e praticas eticamente significativas, em uma rede
de coproducdo (GAZOLLA & SCHNEIDER, 2017).
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Dessa forma, o alimento passa a ser mais que uma simples mercadoria, visto que sua
producdo e consumo estdo fortemente relacionados a questdes sociais, culturais, historicas,
politicas, institucionais e de ambito pessoal (KNEAFSEY et al., 2008; TENCATI &
ZSOLNAI, 2012). Assim, todo o contexto apresentado reflete na aquisicdo de bens a partir de
pequenos produtores locais e na producdo artesanal dos proprios alimentos e bebidas
(RYTKONEN et al., 2018). Dentro desse contexto, difunde-se o resgate de tradicdes dos
antepassados, que utilizavam como forma de conservagcdo e aprimoramento sensorial e
nutricional dos alimentos, a fermentagdo natural. Além disso, essas manifestacfes visam
enaltecer o prazer conectado com a experiéncia de comer e beber, que esta relacionada a fatores
complexos e multissensoriais (POLLAN, 2008).

Através dessa visdo, quando optam por consumir de forma mais consciente, buscando
opgoes alimentares mais saudaveis e “sustentaveis”, os individuos sentem-se parte de uma
grande revolucdo (GAZOLLA & SCHNEIDER, 2017). Por exemplo, quando consomem
produtos locais ou produzem em casa algumas de suas bebidas e alimentos fermentados, como

a cerveja, o péo, o vinho e a kombucha.

3.2 FERMENTACAO E CIVILIZACAO

Atualmente, compreendemos que o interesse da espécie humana pelo sabor azedo nédo é
recente. Esse sabor que integra a roda sensorial de nossos chucrutes, kefirs, cervejas sour, paes
sourdough e kombuchas remete a histéria de antepassados (KATZ, 2013). No Japdo, o
nukadoko, um farelo de arroz fermentado, é transferido entre geracdes e cada um desenvolve
seus préprios sabores especiais, 0s quais possuem microbiotas Unicas, capazes de sobreviver
apenas através do trabalho diario de avos, maes e filhas (VANSINTJAN, 2019). Do mesmo
modo, em diferentes partes do mundo, amigos e vizinhos cultivam e compartilham seus
“filhotes” de levain, kefir e SCOBY’s, estas culturas simbioticas de bactérias e leveduras
produtoras de pées, queijos e kombuchas, respectivamente (KOZYROVSKA et al., 2012).

Porém, para além de geracOes antepassadas recentes, os alimentos e bebidas fermentados
acompanham desde o inicio da civilizagdo, mesmo antes de se compreender que 0s
microrganismos eram 0s responsaveis pela fermentacdo, tendo um papel importante nas
sociedades emergentes. As bebidas fermentadas forneciam ndo apenas nutricdo, mas eram
basicamente as unicas fontes de liquidos limpos, ndo contaminados e, portanto, de valor
medicinal (WALTHER et al., 2014). No passado, 0 processo de transformar matérias-primas
em alimentos nutritivos e saborosos era considerado algo divino e magico (MONEY, 2017).
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Posteriormente, mesmo com 0s avangos das pesquisas cientificas, o protagonismo do processo
fermentativo ainda ndo era atribuido aos microrganismos. Até o século XVIII, esse fenémeno
era explicado como uma reacdo espontanea, da qual microrganismos eram meros subprodutos
(SCHLENK, 1985).

Foi somente a partir dos estudos de médico e microbiologista Louis Pasteur, em 1861, no
famoso experimento do pescoco de cisne, que a teoria da geracdo espontanea finalmente foi
refutada e que as pessoas comecaram a acreditar que ndo era possivel que a vida surgisse do
nada (MANCHESTER, 1995). Porém, embora o sabor dos produtos fermentados naturalmente
fosse por vezes azedo, diversas melhorias na vida dos seres humanos foram surgindo a partir
dessa descoberta.

Com base nos estudos de Louis Pasteur e de Emil Christian Hansen, que surgiram a partir
de investigagOes para curar “doengas em bebidas”, os pilares do que mais tarde seria
considerada uma das areas mais importantes nas ciéncias da salde, a bioquimica (SCHLENK,
1985). A investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares da levedura da espécie
Saccharomyces cerevisiae, o fungo responsavel pela producéao de diversos alimentos e bebidas
amplamente consumidos, auxiliou na compreensdo do funcionamento das células humanas, as
unidades basicas da vida (SHERMAN, 2002).

Desse modo, enxergar essa parcela da linha do tempo da histéria da civilizacdo e
compreender como a fermentacdo estd integrada a sociedade, serve para ligar todos os
individuos ao seu passado e presente (BELASCO, 2008) e identificar o quao essencial é
continuarmos dedicando esforcos aos estudos sobre alimentos e bebidas fermentados
(LUPTON, 1996).

3.3 FERMENTACAO NATURAL

A fermentagdo é uma transformacao da matéria devido ao trabalho cooperativo de diversos
seres vivos (HEY & KETCHUM, 2018). No contexto da fermentacdo mista, o processo nédo é
realizado por uma Unica cepa isolada. O ser humano prepara uma rica fonte de carboidratos e
outros nutrientes e disponibiliza para que microrganismos, como bactérias e leveduras,
capturem a energia necessaria para continuar vivendo e em troca, produzam alimentos e
bebidas mais digeriveis, menos toxicos e com aroma, aparéncia e sabor diferenciado
(CLEARLY, 2019).

Nas fermentacgdes naturais, também conhecidas como espontaneas ou selvagens, 0 processo

ocorre em ambientes abertos (KATZ, 2013). A partir do efeito cabtree, determinadas espécies
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de leveduras metabolizam carboidratos e produzem etanol, garantindo uma vantagem
competitiva para esses microrganismos no meio. Por sua vez, bactérias e algumas leveduras
presentes convertem o etanol em &cido acético, produzindo o sabor e aroma azedo. Os
microrganismos também irdo produzir &cidos orgénicos e outros metabdlitos a partir da
degradacéo dos carboidratos presentes (VILELA, 2019).

Assim, cada alimento ou bebida fermentado naturalmente serd unico - tem o seu terroir
(CAPOZZI et al, 2015). Embora, atualmente, h& a possibilidade de utilizar culturas isoladas
puras de bactérias e leveduras e controlar a produ¢do de componentes indesejaveis através do
monitoramento de alguns parametros fisico-quimicos, na fermentacéo natural, outros fatores,
como a matéria-prima e o ambiente sdo influenciadores das caracteristicas organolépticas, que
estdo aléem do controle (MONEY, 2017). Isso reflete na dificuldade de padronizar esses
produtos.

Desse modo, pensar em fermentacdo natural significa contabilizar multiplas espécies e
multiplos sentidos. Esse fendmeno amplia as reflexdes dos estudos sobre alimentos,
contextualizando as conexdes mais do que humanas que estdo envolvidas nos processos dos
alimentos (HEY & KETCHUM, 2018). Caso o produto biotecnolégico resultante ndo for
submetido a processo térmico ou quimico de estabilizagdo microbioldgica, considera-se que se
trata de algo “vivo”. Além disso, dada a sua intima associagdo com a podriddo, 0s
microrganismos e a fermentacdo podem até mesmo ajudar a transformar a forma como vida e
morte sdo compreendidas (CLEARLY, 2019).

3.4 ROTULOS LIMPOS

A fim de compreender as origens alimentares, o interesse dos consumidores em obter mais
informacdes sobre os alimentos e bebidas, aumentou consideravelmente a partir dos anos 1980
e desde entdo tem-se expandido. Na era das redes sociais, 0s consumidores, que antes reuniam-
se as mesas para suas refeicOes, tem se aproximado dos alimentos de outra forma. O
renascimento dos livros de receitas e dietas autointituladas saudaveis tém proliferado na
internet (KNEAFSEY, 2008). Apesar disso, 0s mesmos consumidores sdo frequentemente
acusados pela perda de suas habilidades culinarias e do conhecimento sobre as origens
alimentares. Como efeito da globalizacéo, a comida tornou-se abundante, padronizada e muitas
vezes barata (WARDE, 2016).

Nesse contexto, como consequéncia de grandes mudancgas econdmicas, sociais e

tecnologicas, o estilo de vida de muitos consumidores tem sido caracterizado por uma dieta
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ricaem calorias, com menor consumo de fibras e marcada pelo sedentarismo (POLLAN, 2008).
Esse cenario favoreceu a disseminacdo de varias doencas relacionadas a nutricdo, como
doencas cardiovasculares e digestivas. Tais doencas tém elevado a preocupagéo da populagéo
em modificar seus hébitos alimentares (WATERS et al., 2013).

Porém se, por um lado, os avancos da ciéncia e tecnologia trouxeram um maior
entendimento sobre as doencas relacionadas a alimentacdo, por outro, os consumidores se
questionam sobre até que ponto os cientistas, processadores, varejistas e governos sao
confidveis para contar a histdria sobre os alimentos (KNEAFEY et al., 2008). N&o s6 existem
duvidas sobre o que esta na comida, mas também sobre o que esté faltando a partir dela.

E esse cenario, aliado a escandalos constantes de adulteracfes de alimentos em industrias,
criou uma espécie de fobia quanto a ciéncia e a tecnologia de alimentos. Onde, muitas vezes,
0s consumidores optam por boicotar grandes empresas. Do mesmo modo, guiados pelas midias
sociais e/ou pela sabedoria popular, escolhnem consumir produtos de origem natural e artesanal.
Em resposta a esses comportamentos, os produtores de alimentos tém buscado alternativas para
diminuir o uso de ingredientes artificiais e fornecer produtos com embalagens mais
“transparentes”, ou seja, a tendéncia dos “clean labels”: rétulos mais simples, com menos
formulacbes complexas, porém, com informag6es mais detalhadas sobre o produto, o modo de
producdo e o produtor (ASIOLI et al., 2017).

3.5 ALIMENTOS E BEBIDAS FUNCIONAIS

O uso de suplementos herbaceos e dietéticos € difundido e crescente devido a nocéo popular
de que estes produtos séo de origem natural e seguros. Dentro do mercado de produtos com
ingredientes “naturais”, ha um crescente interesse em pesquisas ¢ no consumo de alimentos e
bebidas funcionais. Além de apresentar a funcdo bésica relacionada a nutricao, esses produtos
também sdo conhecidos por trazer um ou mais beneficios a salide comprovados cientificamente
(KAUR & SINGH, 2017).

Mediante o exposto, as bebidas, em particular, sdo mais vantajosas quando comparadas aos
alimentos, devido a conveniéncia e possibilidade de atender as demandas dos consumidores.
As vantagens estdo relacionadas ao contetdo, tamanho, forma e aparéncia dos recipientes,
facilidade de distribuicdo e armazenamento. Ademais, também sdo mais simples para
incorporar nutrientes e compostos bioativos desejaveis (CORBO et al., 2014).

Analisando esse mercado, existem muitas oportunidades potenciais para fabricantes,
varejistas e fornecedores no segmento de bebidas funcionais e probiéticas, principalmente para
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produtos ndo lacteos. E possivel explorar esse mercado mantendo o foco em necessidades
especificas de diferentes publicos. Como por exemplo, individuos vegetarianos, veganos, com
preferéncia por pouca gordura, baixas calorias, e com reagdo adversa a alguns alimentos, como
intolerancia alimentar, méa absorcéo e alergias (ZANNINI et al., 2012).

Nesse contexto, para ser considerado um bom produto, a bebida funcional deve estar
disponivel localmente, a um preco acessivel e ser versatil o suficiente para ser consumida nas
mais variadas refeicdes. Além disso, ainda deve ser segura e atraente para todas as categorias
de idade (WATERS et al., 2015).

A kombucha € um desses suplementos consumidos por muitas pessoas que acreditam que
a bebida possa trazer diversos beneficios (GEDELA et al., 2016), como por exemplo,
desempenhar funcédo probiotica. Por sua vez, os probidticos sdo definidos como alimentos ou
bebidas que contém microrganismos vivos. Eles sdo capazes de melhorar ativamente a saude,
atraves do equilibrio da microflora intestinal (SHAH, 2007). Porém, devido a variacdo da
microbiota dos produtos, os beneficios probidticos relacionados a kombucha ainda necessitam

ser elucidados.

3.6 KOMBUCHA

3.6.1 Histéria

A origem da kombucha € incerta e geralmente ¢ atribuida a China. Durante a dinastia Qin,
em 200 AEC, a primeira kombucha teria sido criada para o imperador Qin Shi Huangdi, que
acreditava ter encontrado o cha da imortalidade (YOUNG, 2019). No entanto, 0 nome é
associado a existéncia do Dr. Kombu, que teria levado a bebida produzida a base de ché, da
Coréia para 0 Japdo em 414 EC, para curar problemas digestivos do imperador japonés Inyoko
(PETRUZELLO, 2017). A bebida tornou-se popular entre os samurais, que a bebiam para
aumentar sua forca e energia antes de uma batalha (YOUNG, 2019).

Mais tarde, o suposto elixir foi introduzido em paises europeus, pelos exploradores
portugueses e holandeses, como uma erva medicinal (DUFRESNE & FARNWORTH, 2000).
Posteriormente, espalhou-se pelo Extremo Oriente, Pacifico, india, Rissia, Alemanha e,
eventualmente, para o resto da Europa e Africa. Mais recentemente, a kombucha foi difundida
em todo o mundo, como um popular remédio para diversas doengas (OFORI et al., 2015).

Durante a Primeira Guerra Mundial, o cientista alemé&o Dr. Rudolf Sklenar, testemunhou
camponeses russos usando kombucha para auxiliar soldados feridos. Retornando para a

23



Alemanha, teria usado a bebida no tratamento de pacientes com cancer. Por outro lado, durante
a Segunda Guerra Mundial, como consequéncia do racionamento de cha e agucar, os principais
insumos para a produgdo de kombucha, a tendéncia da utilizagdo da bebida diminuiu. Na
década de 1960, a kombucha voltou ao mercado, quando os hippies experimentavam remédios
naturais. O retorno de sua utilizagdo também ocorreu, quando apds o desastre de Chernobyl em
1986, descobriu-se um grupo de consumidores frequentes de kombucha gue sofria menos com
os efeitos da radiacdo (YOUNG, 2019).

Nos Estados Unidos, a kombucha ganhou popularidade durante a epidemia de HIV no
final dos anos 80, pois acreditava-se que a bebida pudesse fortalecer o sistema
imunoldgico comprometido (PETRUZELLO, 2017). Contudo, a popularidade da kombucha
diminuiu ap6s um estudo de caso publicado, em 1995, que vinculava o produto a dois casos de
acidose metabolica grave, um dos quais foi fatal (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1995). Ressurgindo no inicio do século XXI nos EUA, e tornando-se popular
também em paises como o Canada e Australia, e mais recentemente no Brasil, com o retorno
do uso de produtos naturais e das crescentes pesquisas na area de alimentos e bebidas
funcionais (VILLAREAL-SOTO et al., 2018).

3.6.2 Mercado

De acordo com a Kombucha Brewers International (KBI1,2018), associacdo comercial sem
fins lucrativos comprometida com a promocéo e protecdo comercial da kombucha no mundo
todo, esse é um dos produtos com maior crescimento no setor de bebidas. Nos ultimos anos, a
comercializacdo de kombuchas impactou em mais de US$ 600 milhdes, em 2015, com uma
projecdo de US $ 1,8 bilhdes até 2020. Nos Estados Unidos sdo mais de 5 mil empregos gerados
diretamente pela industria da kombucha e centenas de marcas regionais produzem e distribuem
a bebida localmente.

No Brasil, 0 mercado que é bastante novo. Em 2018 foi fundada a Associagéo Brasileira de
Kombucha (ABKOM) que ja conta com aproximadamente 49 produtores. Um dos objetivos da
iniciativa foi regulamentar a bebida, para que todas as marcas sigam um padrao de qualidade.
Segundo dados da associagéo, estima-se que o mercado brasileiro movimenta atualmente cerca
de R$ 11 milhGes de faturamento com producdo de 500 mil litros mensais (ABKOM, 2020).
Além disso, em 2019 foi realizado o primeiro Concurso Brasileiro de Kombucha, com o
objetivo de estimular os produtores comerciais em monitorar a qualidade de seus produtos
(FAROFA MAGAZINE, 2019).
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3.6.3 Legislacéo

Como o consumo de kombucha tem ganhado popularidade em todo o mundo, muitas
pessoas ja estdo produzindo artesanalmente com pouco ou praticamente nenhum tipo de
controle das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas. Além disso, 0s microrganismos
encontrados na kombucha, até o presente momento, nao se encontram na lista de probioticos
da ANVISA. E, até 0 momento da redacéo do projeto, a bebida ndo se enquadrava em nenhuma
categoria alimenticia da RDC n°® 12/2001, que estabelece os padrdes de controle microbioldgico
de diversos alimentos (ANVISA, 2018).

Assim, devido ao grande interesse em ampliar o processo de fermentacdo para atender as
demandas da industria de alimentos, o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) lancou para consulta publica, em junho de 2018, as normas que pretendiam
estabelecer os padr@es de identidade e qualidade das kombuchas produzidas e comercializadas
no Pais (MAPA, 2018). O resultado foi a Instrucdo Normativa n° 41/2019 (BRASIL, 2019),
publicada no Diério Oficial da Unido em setembro de 2019. Dessa forma, o Brasil se tornou o
primeiro pais do mundo a possuir uma legislacdo especifica referente a kombucha, exigindo
dos fabricantes os parametros exibidos no Quadro 1. Além da exigéncia da declaracéo do teor
alcoolico no rétulo dos produtos (se contiver alcool acima de 0,5% v/v), fica proibido o uso de
expressdes que atribuam caracteristicas de qualidades superlativas e propriedades funcionais.
A legislacdo também autorizada o uso de processos tecnolégicos adequados para a producao
da kombucha, como pasteurizacdo, filtracdo e ultracentrifugacdo e veda a adicdo de

microrganismos ap6s o processo de fermentacéo.

Quadro 1. Parametros analiticos de kombucha exigidos pela legislagdo brasileira.

Parametro Minimo | Maximo
pH 2,5 4,2
Graduacao alcoolica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduacao alcoolica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEqg/L) 30 130

Pressédo (atm a 20°C) na kombucha adicionada de CO2, 1,1 3,9
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3.6.4 Composicao e modo de preparo

A kombucha é uma bebida obtida da fermentacdo de cha verde ou preto (Camellia
sinensis) adogado. No entanto, outros substratos j& foram explorados como alternativa para sua
producdo, como echinacea, segurelha-de-inverno e agua de coco (VILLAREAL-SOTO et al.,
2018). Para o preparo sdo necessarios uma cultura iniciadora SCOBY (Figura 1a),
aproximadamente 5 g de ch4, 5 — 20 % de sacarose, 10% de uma kombucha previamente
fermentada (Figura 1b) que servira para acidificar o meio e impedir o crescimento de
microrganismos patogénicos (JAYABALAN et al., 2014; VINA et al., 2013) e um recipiente
fermentador (Figura 1c).

Na agua previamente fervida (Figura 1d), ocorre a infusdo do cha (Figura 1e) e
dissolugdo do acucar (Figura 1f). Ap6s o resfriamento até aproximadamente 20 °C, a solucao
é transferida para o recipiente fermentador (Figura 1g), coberto com um material que permite
0 contato com o oxigénio (LEAL et al., 2017). A fermentacdo é realizada, em temperatura
ambiente, a partir da cultura iniciadora, conhecida como SCOBY (MAY et al., 2019). O
SCOBY pode ser adquirido a partir de uma fermentagdo anterior ou comprado. Apds essa
fermentacdo, que leva em torno de 7 a 10 dias, o produto resultante pode ser refrigerado e
consumido (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Pode, ainda, ser realizada uma segunda fermentacdo para carbonatar a kombucha,
adicionando-se uma fonte de agucar (sumo, fruta ou sacarose) a bebida ja fermentada (Figura
1h). Esta mistura devera ser armazenada em um recipiente fechado e deixada a temperatura
ambiente até a carbonatacdo desejada (SANTOS, 2016). Apds, pode ser refrigerada e
consumida. Desse modo, a kombucha pode ser facilmente preparada em casa ou adquirida
comercialmente (MARTINI, 2018).
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Figura 1. Producéo caseira de kombucha. Para a preparacéo da bebida sdo necessarios ch, aglcar, (a) uma cultura
starter SCOBY, (b) uma kombucha previamente fermentada, e (c) um recipiente fermentador. Na (d) agua
previamente fervida é realizada a (e) infusdo do ché e (f) dissolucéo do agucar. A solugdo é transferida para o (g)
recipiente fermentador e coberta com um tecido poroso para permitir o contato com o oxigénio. Apds 7-10 dias
de fermentagdo em temperatura ambiente, o liquido pode ser transferido para uma (h) garrafa. Nesse estagio, uma
nova fonte de aglcar pode ser adiciobnada para saborizar e carbonatar. Ap6s a segunda fermentagdo, a bebida
pode ser refrigerada e esta pronta para o consumo. Fonte: a autora.

3.6.5 Processo fermentativo

A fermentagdo da kombucha ocorre de forma natural. Em condicGes aerobicas, durante
um periodo que pode variar de 3 a 60 dias, enzimas invertase produzidas por algumas
leveduras, clivam a sacarose em glicose e frutose. As leveduras, por sua vez, convertem a
glicose em etanol e dioxido de carbono. O didxido de carbono reage com a agua formando
acido carbonico (PRIMIANI et al., 2018). Bactérias e algumas leveduras oxidam parte do
etanol, produzindo &cido acético. Além disso, enquanto uma quantidade substancial de frutose
permanece nao fermentada, acido glucénico e produzido através da oxidacdo da glicose (MAY
etal., 2019).

Assim, durante a fermentacdo da kombucha, o pH do cha que inicialmente € em torno

de 5 diminui, por conta do aumento da concentracdo de acido acético e outros &cidos organicos
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(NUMMER, 2013; AMARASINGHE, 2018). O pH também esta ligado ao crescimento
bacteriano, impedindo o desenvolvimento da maioria dos microrganismos patogénicos (HUR
et al, 2014; VILLAREAL-SOTO et al., 2018). Na kombucha esse valor ndo deve ficar abaixo
de 3, que é o pH do trato digestivo (LONCAR et al., 2006).

Além do &cido acético e gluconico, diversos outros metabdlitos podem ser produzidos
durante a fermentacdo da kombucha, como &cido latico, tartrico e citrico que contribuem para
0 sabor azedo caracteristico da bebida e o acido glicurénico, principal composto relacionado a
atividade funcional da bebida. No entanto, a composicdo metabolica pode variar dependendo
da composicdo microbiana do SCOBY (NGUYEN et al., 2015). Adicionalmente, diversos
outros fatores podem influenciar na composicdo e concentracdo dos metabdlitos produzidos
durante a fermentacdo, como a concentracdo de aclcar e cha (WATAWANA et al., 2015),
temperatura de fermentacdo (JAYABALAN et al., 2008), quantidade de oxigénio, CO.
dissolvido, fornecimento de precursores e taxa de cisalhamento do fermentador (MARSH et
al., 2014).

O resultado do processo € uma bebida levemente gaseificada, azeda e refrescante,
composta por diversos acidos, aminodcidos, vitaminas e algumas enzimas hidroliticas
(WATAWANA et al., 2015; VILLAREAL-SOTO et al., 2018). Embora, tenha sido relatado
um aumento na atividade antioxidante com um maior tempo de incubacdo, a fermentacdo
prolongada ndo é recomendada devido ao acimulo de &cidos orgénicos que podem atingir
niveis prejudiciais para o consumo humano (CHU & CHEN, 2006).

A selecdo do tempo da duracdo da fermentacdo também influencia nos atributos
sensoriais do produto final. Um periodo de fermentacdo entre 6 a 10 dias dara origem a uma
bebida refrescante e frutada, enquanto que fermentacdes mais prolongadas resultam em uma
bebida com sabor de vinagre (DUFRESNE, 2000). Assim, para obter uma bebida
sensorialmente agradavel, a fermentacdo deve terminar quando a acidez total atingir o valor
ideal de 4 a5 g/L (VELICANSKI et al., 2014).

3.6.6 Teor alcoolico

De acordo com o paradoxo francés, o consumo moderado de alcool tem um efeito
protetor contra doencas cardiacas coronarias, aumentando a concentracao de lipoproteinas de
alta densidade (HDL) (FERRIERES, 2004). Sendo assim, pode-se sugerir que 0 consumo
didrio de etanol em baixas concentra¢fes, como na kombucha, poderia ter um papel na

prevencao dessas doencas (LEAL et al., 2017). Porém, existem poucos estudos abordando a
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determinacéo do teor de alcool em kombuchas e relacionando-o com o efeito protetor (TALEBI
etal., 2017).

Em alguns produtos engarrafados ja foram encontrados valores superiores a 0,5% ABV
(&lcool por volume) de &lcool. De acordo com a legislagdo dos EUA, esses valores
enquadrariam essas bebidas como alcodlicas, obrigando os produtores a cumprir 0s
regulamentos de rotulagem adequados (NUMMER, 2016). Além desse, outro estudo utilizou
a metodologia de cromatografia gasosa com headspace para determinagdo do teor alcodlico de
marcas comerciais de kombucha e analisou a influéncia do tempo e temperatura de
armazenamento no aumento do teor alcodlico dessas amostras (TALEBI et al. 2017). Todas as
amostras analisadas nesse estudo também tiveram o teor alcodlico acima do limite americano
federal de 0,5% ABV.

Observa-se ainda que a refrigeracéo da bebida reduz proporcionalmente a producgéo de
alcool, quando comparado as amostras armazenadas durante 0 mesmo periodo de tempo em
temperatura ambiente (22°C). Essa constatacdo indica que é possivel que a alta concentracdo
de agucar e levedura ativa em kombuchas possa levar a uma fermentacdo continua, aumentando
a concentracao de etanol, enquanto os produtos ficam nas prateleiras. Ademais, 0 aumento do
teor de etanol pode estar associado a hidrolise de ésteres etilicos na mistura (TALEBI et al.,
2017).

3.6.7 Microbiota

Inicialmente, a fermentacdo ocorre a partir de microrganismos osmotolerantes e
depois é dominada por espécies tolerantes ao acido. Devido a coexisténcia de diversas espécies
de microrganismos no meio, na kombucha hd uma combinacédo de trés tipos de fermentacao:
alcodlica, latica e acética (VILLAREAL-SOTO et al., 2018). Foi relatado que a composicao
microbiana do SCOBY pode variar entre as fermentagdes, de acordo com sua origem, clima,
localizagdo geografica e meio utilizado para o processo de fermentacdo (WATAWANA et al.,
2015; COTON et al., 2017). Apesar disso, ha um certo nimero de espécies que aparece
frequentemente na maioria das culturas de kombucha. Um amplo espectro de géneros de
leveduras ja foi reportado, como Zygosaccharomyces spp, Candida spp, Kloeckera spp,
Hanseniaspora spp, Torulaspora spp, Pichia spp, Brettanomyces spp, Dekkera spp,
Saccharomyces spp, Lachancea spp, Saccharomycoides spp, Schizosaccharomyces spp e
Kluyveromyces spp (COTON et al., 2017; MARSH et al., 2014).
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Quanto a composicao bacteriana, os géneros dominantes encontrados na kombucha séo
as bactérias do acido acético. Espécies como Acetobacter xylinoides, Acetobacter aceti,
Acetobacter pasteurianus e Gluconobacter oxydans j& foram descritas. Além de cepas do
género Lactobacillus spp, Leuconostoc spp e Bifidobacterium spp (JAYABALAN et al., 2014;
WATAWANA et al., 2016). Muitos desses microrganismos tém papéis bem estabelecidos na
fermentacdo da kombucha. No entanto, como a composic¢ao da microbiota pode variar, muitas
espécies e suas interagdes ainda ndo estdo bem caracterizadas. Do ponto de vista da composicdo
microbiana, a kombucha parece fornecer uma ampla fonte de bactérias probidticas e leveduras,
porém mais pesquisas ainda precisam ser realizadas para apoiar esse e outros beneficios
relatados pelos consumidores e comprovar os reais beneficios que a kombucha pode trazer para
0 organismo de seres humanos (NGUYEN et al., 2015; MATEI, 2018).

O processo de fermentacdo leva a formacdo de um novo biofilme celulésico flutuante
na superficie do meio devido a atividade de algumas cepas de bactérias (VILLAREAL-SOTO
et al., 2018). O desenvolvimento do biofilme continuara até a sintese atingir seu limite,
crescimento até aprisionar todas as bactérias, que entéo se tornardo inativas devido auséncia de
oxigénio (ESA et al., 2014). Dessa forma, as bactérias que permanecerem na fase liquida do
meio de cultura estardo em um estado dormente e poderao ser reativadas e usadas como inéculo
em uma nova fermentacdo (RUKA et al., 2012). O material formado possui alta cristalinidade,
resisténcia a tracdo, maleabilidade e pureza, o que o torna interessante para diversas aplicacdes
biotecnoldgicas nas areas médica e de alimentos (KUO et al., 2015; CAMPANO et al., 2016).

3.6.8 Beneficios

Apesar das campanhas de marketing alegarem diversas propriedades funcionais da
kombucha como desintoxicacéo, atividade antioxidante, e anticarcinogénica, ainda ha pouca
informacao sobre a caracterizacdo de seus componentes bioativos, sua evolugdo durante a
fermentacao e suas propriedades farmacologicas (COTON et al., 2017). Embora a maioria dos
ensaios bioldgicos no cha de kombucha terem sido realizados in vitro, alguns estudos in vivo,
conduzidos em ratos, mostraram resultados interessantes (VILLAREAL-SOTO et al., 2018).

Além disso, considerando que a kombucha é uma bebida produzida a partir da
fermentacdo de cha preto ou verde, estudos prévios tém demonstrado que os polifendis

presentes no cha possuem grande potencial de prote¢do contra o desenvolvimento de diversos
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tipos de cancer, inibindo enzimas e interrompendo processos associados ao crescimento de
células cancerosas (LEAL et al., 2017).

O ché& verde também parece auxiliar na desintoxicacdo do figado de xenobioticos. O
processo de desintoxicacdo necessita do tripeptideo glutationa, um antioxidante que atua
conjugado com enzimas glutationa-S-transferases. Essas enzimas sdo super expressas devido
aos polifenois presentes no cha verde (GONZALEZ, 2003; LEAL et al., 2017).

Do ponto de vista da composi¢cdo microbiana, relata-se popularmente que a kombucha
fornece uma ampla fonte de bactérias e leveduras probidticas. Além disso, fornece
componentes prebidticos que auxiliam na nutricao e crescimento desses microrganismos Uteis
para o trato digestivo (KORYROVSKA et al., 2012). Porém, mais pesquisas ainda precisam
ser realizadas, para apoiar esses e outros beneficios relatados pelos consumidores e comprovar
os reais beneficios que a bebida pode trazer para o organismo de seres humanos (NGUYEN et
al., 2015; MATEI, 2018).

3.6.9 Seguranca

Como relatado anteriormente, a producdo de etanol e &cido acético previne o
crescimento de bactérias patogénicas na kombucha (DUFRENSE & FARNWORTH, 2000).
Contudo, é extremamente importante usar utensilios higienizados e trabalhar em &reas limpas
para a producdo da bebida, a fim de ter controle sobre o crescimento de microrganismos e
prevenir a contaminacao indesejada (WATAWANA et al., 2015; SADJADI, 1998). Bacillus
anthracis ja foi reportado como contaminante no cha de kombucha fermentado em condicdes
anti-higiénicas, reforcando a importancia da implementacdo de medidas de higiene e
biosseguranca na producdo (SADJADI, 1998).

Apesar das propriedades curativas ou benéficas amplamente relatadas pela sabedoria
popular, alguns casos de toxicidade ja foram relacionados a kombucha. Alguns individuos
relataram tontura e ndusea apos consumirem kombuchas e dois casos de “doenca grave
inexplicavel” também foram reportados (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1995).

Além disso, efeitos colaterais como reacOes alérgicas, ictericia, nauseas, vomitos, dor
de cabeca e pescoco foram relatados em quatro pacientes que consumiam kombucha
regularmente (SRINIVASAN et al., 1997). Como os casos de toxicidade foram isolados e
incluindo poucos individuos, ndo ha evidéncias substanciais para confirmar a toxicidade pelo
consumo de kombucha (JAYABALAN et al, 2014).

31



No que se refere a concentragdo de minerais, tragcos de chumbo (0,005 pg / mL) foram
detectados em amostras de kombucha. De acordo com a Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR), niveis de chumbo acima de 0,2 pg / mL sdo toxicos para adultos e
0,1 pg / mL para criangas. Nesse contexto, apesar dos niveis desse mineral encontrados ndo
apresentarem um risco potencial para a saude, € aconselhavel que as criancas, que sao mais
suscetiveis ao envenenamento através da exposi¢ao cronica, evitem o consumo da bebida
regularmente (LEAL et al., 2018).

Na literatura, foi reportado um caso de insuficiéncia renal aguda com acidose lactica e
hipertermia, em um adulto soropositivo apos a ingestdo de kombucha (SUNGHEE KOLE et
al., 2009). Portanto, ¢ importante controlar os niveis de pH durante a fermentacdo da
kombucha, e de preferéncia parar esse processo quando um nivel de pH de 4,2 é alcangado. A
superproducdo de &cido pode ndo ser segura para 0 consumo e pode gerar caracteristicas
sensoriais desagradaveis (KOVACEVIC et al., 2014). Outros métodos de seguranca alimentar
incluem a pasteurizacdo do produto, para evitar o excesso de producédo de alcool e didxido de
carbono, a adicdo de 0,1% de benzoato de sodio e 0,1% de sorbato de potdssio como
conservante de alimentos, ou ainda, 0 armazenamento e transporte da bebida sob refrigeracao
(WATAWANA et al., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE KOMBUCHA

Amostras de kombucha provenientes de seis diferentes marcas produzidas e
comercializadas no Brasil foram analisadas a partir de suas embalagens originais. Cada lote
das marcas analisadas continha trés garrafas, e cada garrafa do lote foi armazenada durante um
periodo de tempo diferente, totalizando cinquenta e quatro amostras. As amostras foram
gentilmente cedidas pelos fabricantes e transportadas até o Laboratorio de Bioquimica e
Biologia Molecular de Microrganismos (ICTA/UFRGS), onde foram mantidas sob
refrigeracdo (4° C) até o preparo para as analises. Para preservar a identidade dos fabricantes,

as marcas foram identificadas como K1, K2, K3, K4, K5 e K6.

4.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

4.2.1 Pré-processamento das amostras

Amostras forma analisadas em trés tempos de armazenamento do produto:
imediatamente ao receber o produto (T= 1) 30 dias (T=2) e 60 dias (T=3) apds fabricacao,
mantidos sob refrigeracdo durante esse periodo. Com isso, foi representado um tempo total de
validade de 60 dias. As garrafas foram abertas cuidadosamente e o liquido foi dispensado em
tubos Falcon estéreis. Os tubos foram centrifugados durante 5 minutos, a 5000G e 4° C. Apos,
0 sobrenadante coletado foi congelado em nitrogénio liquido e mantido em ultrafreezer (-80
°C) até a realizagéo das analises fisico-quimicas no Laboratorio de Identidade e Qualidade de
Alimentos (LFDA-RS/MAPA). Para a realizagdo dessas andlises, as kombuchas foram

descongeladas e descarbonatadas em banho ultrassénico durante 60 minutos.

4.2.2 Acidez total titulavel
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A determinacdo da acidez total titulavel das amostras de kombucha foi realizada de
acordo com metodologia descrita pelo MAPA (BRASIL, 2003). Uma aliquota de 10 mL de
kombucha foi titulada com NaOH (0,1 N) e o ponto final foi determinado pelo ponto de
viragem da fenolftaleina (pH 8,2). A acidez total titulavel foi expressa como g de &cido acético

por 100 mL de amostra.

4.2.3 pH

A determinacdo do pH das amostras de kombucha foi realizada através de leitura em

potenciémetro digital, de acordo com metodologia descrita pelo MAPA (BRASIL, 2003)

4.2.4 Grau alcodlico

A determinacao do grau alcodlico de trés lotes de cada marca foi realizada em duplicata,
através de densimetro eletrénico acoplado a espectrofotdmetro NIR (Near Infra-red) Anton
Paar DMA 4500M Alcolyzer ME, pelo método Alcolyzer Beer, para bebidas de baixo grau
alcoolico, com tolerancia de até 0,3%. Os resultados do grau alcodlico foram expressos em

porcentagem de etanol.

4.2.5 Anélise estatistica

Cada experimento foi conduzido para as seis marcas, trés lotes e trés periodos de
armazenamento, sendo os dados relatados como Média + Desvio Padrdo. Comparagdes entre
médias dos diferentes periodos de armazenamento foram realizadas e a significancia foi
avaliada por um fator de analise de variancia (ANOVA) utilizando Microsoft Excel (2013).

Valor de significancia de p <0,05 foi utilizado como critério para diferencas significativas.

4.3 ANALISE DO MICROBIOMA

4.3.1 Preparo das amostras

As amostras de kombucha foram retiradas da refrigeragdo, homogeneizadas e 50 mL
de cada amostra foram centrifugados a 4000 rpm por 40 minutos. Os sobrenadantes foram
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descartados e os pellets formados foram agrupados em pools por marca e submetidos a extracdo
de DNA total.

4.3.2 Extracgéo e quantificacdo do DNA

Para caracterizacdo bacteriana, 0 DNA total foi extraido utilizando o kit DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany). Enquanto que, para a caracterizacdo fangica, DNA
total foi extraido utilizando o E.Z.N.A.® Stool DNA Kit (Omega Bio-tek). O DNAs extraidos
foram quantificados através de fluorimetro Qubit ® 3.0 (INVITROGEN, Califérnia, EUA), e
utilizados para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA e da regido ITS por meio de Reacao

em Cadeia da Polimerase (PCR).

4.3.3 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

4.3.3.1 Amplificacdo parcial do gene 16S rRNA

O dominio V4 do gene 16S rRNA foi amplificado utilizando os oligonucleotideos descritos na

Tabela 1, acrescidos de uma regido adaptadora do Illumina, como descrito por CAPORASO et
al. (2010):

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do DNA bacteriano

Primer TA (°C) Tamanho (pb) Sequéncia (5’-3’)
515 (F) 55 350 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
806 (R) 55 350 GGGACTACHVGGGTWTCTAAT

A reagdo de amplificagdo do DNA foi realizada em um volume de 50 uL. contendo 1X
Buffer, ImM MgClz, 0,2 mM dNTP, 0,5 uM de cada primer, 2U Platinum Tag DNA
Polymerase (INVITROGEN, Califérnia, EUA) e 12,5 ng de DNA total. A reacdo foi realizada
no termociclador (modelo 170-9703, MyCycler Termal Cycler, Bio-Rad) com desnaturagdo
inicial por 3 minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55
°C e 30 segundos a 72 °C, extens&o final de 5 minutos a 72 °C.

4.3.3.2 Amplificacdo da regido ITS
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A sequéncia da regido intergénica ITS (ITS1-ITS2) foi amplificada utilizando os
oligonucleotideos iniciadores apresentados na Tabela 2, determinados a partir do trabalho de
WHITE et al. (1990), ambos contendo uma regido adaptadora do Illumina.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do DNA fungico

Primer TA (°C) Tamanho (pb) Sequéncia (5’-3”)
ITS1 (F) 56 340 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS2 (R) 56 340 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume de 50 puL contendo 1X Buffer,
2,5 mM MgClz, 0,2 mM dNTP, 0,16 uM de cada primer, 1U Platinum Taq DNA Polymerase
(INVITROGEN, Califérnia, EUA) e 12,5 ng de DNA total. A reacdo foi conduzida no
termociclador (modelo 170-9703, MyCycler Termal Cycler, Bio-Rad) nas seguintes condigdes:
desnaturacéo inicial de 5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 95 °C, 45

segundos a 56 °C e 1 minuto a 72° C, e extensdo final de 10 minutos a 72 °C.
4.3.3.3 Anélise do produto da PCR

Os produtos da amplificacdo foram verificados por eletroforese em gel de agarose (1%)
contendo brometo de etidio. Os amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta e o tamanho
estimado em comparagdo ao marcador de peso molecular 1 kb (PROMEGA, Wisconsin, EUA).
4.3.4 Preparo da biblioteca e sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados utilizando Agencourt AMPure XP beads
(BECKMAN COUTER, California, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os
produtos purificados foram utilizados na confeccdo das bibliotecas, as quais foram
quantificadas usando Qubit ® 3.0 (INVITROGEN, Califérnia, EUA). O sequenciamento foi

realizado no equipamento Illumina MiSeq ™ com o kit de reagentes MiSeq v2, 500 ciclos.

4.3.5 Andlises de bioinformética
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Os amplicons 16s rRNA e ITS foram analisados utilizando QIIME 2 versdo 2019.7
(BOLYEN et at., 2018). Dados brutos das sequéncias foram filtrados baseados na qualidade,
remocao de ruidos e quimeras utilizando o plugin g2-dada2 e o pipeline DADA2 (CALLAHAN
et al., 2016). Para sequéncias 16S rRNA, as reads com erros esperados acima de 2 foram
descartadas, e uma filtragem por comprimento de reads também foi aplicada. As reads foram
arranjadas, em primeira instancia, a partir de um indice de qualidade menor ou igual a 2. As
reads resultantes foram truncadas no comprimento de 240 pb. A remocéo de quimeras foi
realizada a partir do método de consenso. As variantes de sequéncias dos amplicons (ASVs)
obtidas por DADA2 foram alinhadas com MAFFT, a partir do g2-alignment (KATOH et al.,
2002) e utilizadas para construir a filogenia com fasttree2, a partir do g2-phylogeny (PRICE et
al., 2010). A taxonomia foi atribuida as ASVs utilizando o classificador q2-feature-classifier
(BOKULICH et al., 2018). O classificador foi treinado usando sequéncias de referéncia
extraidas do banco de dados Greengenes (DE SANTIS et al., 2006) com 99% de similaridade
das regides 16S rRNA (V4). Para sequéncias da regido ITS, as reads foram truncadas com base
em um indice de qualidade menor ou igual a 10. A remocéo de quimeras também foi realizada
a partir do método de consenso. As reads resultantes foram truncadas no comprimento de 210
pb. O corte nas sequéncias direta e reversa foi baseado no gréfico de qualidade QIIME 2 gerado
usando g2-demux-resume (RAI et al., 2019). Para sequéncias ITS (ITS1-ITS2), o classificador
de taxonomia Naive Bayes foi treinado usando sequéncias de referéncia extraidas do banco de
dados UNITE (ABARENKOV et al., 2010). Os graficos de barras de taxonomia foram obtidos
por g2-taxa-barplot para visualizacdo dos niveis de taxonomia por amostra (KEHRMANN et
al., 2017).

37



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
5.1.1 Determinacéo da acidez total titulavel

Resultados da acidez total titulavel das amostras de kombucha estdo expressos em g
de acido acético por mL de amostra (Figura 2). AlteracGes dos resultados ao longo do tempo
ndo sdo estatisticamente significativas. Desvios padrdes indicam a variacdo das medidas entre

os lotes.

Acidez total titulavel

oTl1
mTZ2
mT3

Marcas de kombucha

Figura 2. Avaliacdo da acidez total titulavel de seis marcas de kombucha (K1 a K6) a partir de trés periodos de
armazenamento (dias). T1 =0; T = 30; e T3 = 60.

Durante a fermentacdo da kombucha, o pH do cha, que inicialmente é em torno de 5,
diminui devido ao aumento da concentracdo de acidos organicos produzidos durante o processo
(NUMMER, 2013; AMARASINGHE, 2018). Grande parte dos beneficios a satde associados
a kombucha fazem referéncia a presenca destes componentes na bebida. No entanto, a presenca
de acido acetico pode estimular a producéo de etanol pelas leveduras (CHEN & LIU, 2010). A
concentracdo e composicao dos diferentes acidos organicos, especialmente a proporcdo de

acido acético para &cido glucénico, € determinante no sabor e aroma dos produtos. Enquanto o
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acido acetico produzira uma bebida com sabor mais &cida e adstringente, o sabor produzido
pelo acido glucénico é suave (CHEN & LIU, 2010). Dessa forma, para obter uma bebida
sensorialmente agradavel a fermentacdo deve terminar quando a acidez total atingir o valor
ideal de 4 a 5 g/L (VELICANSKI et al., 2014).

Os resultados sugerem que todos os produtos analisados foram obtidos através do
processo de fermentacao e que ha presenca de acidos organicos em niveis adequados. A ampla
variacdo dos valores de acidez total (1,2 — 5,82 g/L) entre as amostras analisadas sugere alta
sensibilidade na padronizagdo no processo de fabricacdo, bem como diferencas nas
caracteristicas organolépticas dos produtos. Na kombucha, os acidos organicos sdo geralmente
obtidos através do processo fermentativo, realizado pela simbiose de bactérias e leveduras.
Como a composic¢do da comunidade microbiana e outros parametros da fermentacdo podem
variar, isso pode refletir em uma variagdo dos valores de acidez total. Além disso, os resultados
da mensuracdo de acidez total titulavel podem ser influenciados pela adi¢cdo de componentes
na fermentacdo secundaria, como frutas e especiarias, que também possuem a matriz bastante
varidvel. No caso das amostras analisadas nesse trabalho, K2 e K6 tiveram adicdo de uva na
segunda fermentacdo, enquanto as amostras das marcas K1, K3, K4 e K5 ndo foram

saborizadas pelos fabricantes.
5.1.2 Avaliacéo do pH

Os resultados da avaliagdo do pH das amostras de kombucha sdo mostrados na Figura
3. Todos os valores de pH encontrados, que possuem variagdo minima de 2,5 e maxima de 3,5,
indicam que as amostras analisadas podem ser consideradas seguras do ponto de vista
microbiologico. Valores de pH abaixo de 4,2 indicam a producdo de &cidos, os quais
interrompem e inibem a proliferacdo da maioria dos microrganismos patogénicos. Além disso,
0 pH das kombuchas analisadas ndo ultrapassou o limite inferior de 2, ideal para evitar
problemas dentarios e gastrointestinais nos consumidores e garantir uma bebida sensorialmente
agradavel (NUMMER, 2013).
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Figura 3. Determinacdo do pH de seis marcas de kombucha (K1 a K6) em trés periodos de armazenamento (dias);
T1=0; T2=30; e T3=60.

E importante ressaltar que embora alimentos e bebidas acidificados sejam geralmente
considerados seguros, falhas no processo e matérias-primas contaminadas podem resultar em
surtos de intoxicacdo alimentar. Por isso, a verificagcdo do pH é fundamental para garantir a
seguranca dessas bebidas, determinar o final da fermentacdo e garantir que este processo
ocorreu corretamente (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Por fim, apesar da ampla variacédo
encontrada para a acidez total titulavel, ndo houve uma variacéao significativa dos valores de
pH encontrados. Esse resultado pode estar associado a um possivel efeito tampao, proveniente
dos acidos organicos fracos e seus sais (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

5.1.3 Variacao do grau alcoolico

Os resultados da determinacgéo do grau alcoolico das amostras de diferentes marcas de

kombucha e altera¢fes nos valores ao longo do tempo s&o mostrados na Figura. 4.
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Figura 4. Diferencas no conteido alcodlico de seis marcas de kombucha (K1 a K6) em trés periodos de
armazenamento (dias). T1 =0; T2 =30; e T3 = 60.

A faixa de etanol verificada neste estudo mostrou uma variagdo de 0,58 — 3,02 % (v/v),
excedendo assim o limite regulamentar do Brasil de 0,5 % (v/v) para bebidas ndo alcodlicas e
indicando a necessidade de rotulagem adequada. No Brasil, as kombuchas sdo conhecidas
como chds, sucos ou “refrigerantes naturais” e ndo possuem indica¢do do teor alcodlico no
rétulo, como encontrado em todas as amostras analisadas neste estudo. De maneira semelhante,
valores de etanol na faixa de 1,12- 2,00% (v / v) foram encontrados em um estudo envolvendo
18 kombuchas comercialmente disponiveis no mercado dos EUA (TALEBI et al., 2017).

Na producdo de kombucha, assim como em todos os alimentos e bebidas fermentados,
também ocorre a formacdo de etanol. Porém, como a producdo da bebida ocorre em um
ambiente com presenca de oxigénio, a maior parte do etanol é oxidado por bactérias em acido
acetico (MAY et al., 2019). O etanol produzido durante a fermentacdo possui varias funcoes
importantes, como a atividade antimicrobiana, atuando como solvente para nutrientes extras, e
como um meio para facilitar a absor¢do de nutrientes para o consumidor (KOMBUCHA
BREWERS INTERNATIONAL, 2019).

A concentragdo de etanol determinada nas diferentes marcas de kombucha diferiu
devido a diferentes procedimentos de fabricacéo incluindo a concentragdo do ché e do agucar,
insumos utilizados na saborizacao, parametros da fermentacdo e composi¢cdo microbioldgica
do SCOBY (REVA et al.,, 2015; TALEBI et al.,, 2017). Além disso, as condicGes de
armazenamento também podem influenciar na evolucdo do grau alcodlico do produto

engarrafado (TALEBI et al., 2017). Conforme indicado na Figura 4, a concentragédo de etanol
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durante o intervalo de tempo analisado (60 dias) ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas. Esse resultado indica que a producéo de etanol na fermentacdo secundaria da
kombucha parece estabilizar sob armazenamento refrigerado (4° C).

O aumento do teor de etanol das kombuchas engarrafadas, relatado na literatura, pode
estar associado a alta concentracdo de aclcar e levedura ativa nas bebidas, bem como a
hidrolise de ésteres etilicos na mistura (TALEBI et al., 2017). No mercado internacional, as
kombuchas rotuladas com teor alcodlico acima de 4%, tém sido frequentemente denominadas
de “hard kombucha” € as leis para 0 que € rotulado como bebida alcodlica variam de acordo
com o pais.

Uma vez que, como a populacdo de microrganismos ativa e as condicGes de
fermentacdo e armazenamento de kombuchas produzidas em escala industrial podem variar
muito, métodos analiticos rapidos devem ser utilizados para analisar o teor alcoolico dessas
bebidas, favorecendo assim o controle do seu consumo por consumidores com restricao
alcoolica. Em relacdo a metodologia utilizada para examinar o teor alcdolico, a Alcolyzer,
empregado nesse estudo, pode ser considerado uma tecnologia adequada, acessivel e com
menores tempos de medi¢do, com resultados compativeis aos obtidos por Cromatografia
Gasosa (CG) (PAAR, 2018). Além disso, este é um equipamento usualmente utilizado nas

rotinas de fiscalizacdo de bebidas alcodlicas realizadas pelo MAPA.

5.2 ANALISE DO MICROBIOMA

5.2.1 Comunidade bacteriana

A partir do sequenciamento do gene 16S rRNA foram obtidas 62137 sequéncias, as
quais foram agrupadas em 117 ASVs. A classificagcdo taxondmica resultou em 9 filos, 17
classes, 29 ordens, 51 familias, 61 géneros e 43 espécies. Para cada nivel taxonémico, a
composicao da comunidade amostral foi calculada e foram considerados microrganismos com
abundancia relativa > 1,0%.

A abundancia relativa dos filos bacterianos nas seis marcas de kombucha analisadas é
mostrada na Figura 5. O filo Firmicutes foi predominante nas marcas K1 (98,02%), K2
(74,52%), K3 (85,64%), K4 (96,96%) e K6 (93,59%). Na amostra K5, Proteobacteria foi o filo
predominante (94,72%). Além de Firmicutes e Proteobacteria outras ASVs com abundancias
relativas < 1% foram identificadas, representando os filos Bacteroidetes, Cyanobacteria,
Tenericutes, Actinobacteria, Thermi, Verrucomicobia e Nitrospirae.
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Figura 5. Abundancia relativa de filos bacterianos predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).

Em relagdo a taxonomia a nivel de género, Bacillus spp, Paenibacillus spp,
Lactobacillus spp, Oenococcus spp, Acetobacter spp, Gluconacetobacter spp, Gluconobacter
spp e Enterobacter spp apresentaram abundancias relativas > 1,0% (Figura 6). Bactérias do
género Lactobacillus spp foram predominantes nas marcas K2 (63,01%), K4 (84,12%) e K6
(92,35%). Enquanto que Oenococcus spp foi o0 género predominante nas marcas K1 (97,97%)
e K3 (75,44%). Na marca K5 a maior abundancia relativa (73,92%) foi representada por
bactérias do género Gluconacetobacter spp
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Figura 6. Abundancia relativa de géneros bacterianos predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).
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Além disso, outros géneros bacterianos foram identificados com abundancias relativas
< 1% como: Shigella spp, Streptococcus spp, Bacteroides spp, Pseudomonas spp,
Anoxybacillus spp, Acinetobacter spp, Tanticharoenia spp, Sporolactobacillus spp,
Sphingomonas spp, Staphylococcus spp, Faecalibacterium spp, Blautia spp, Brevibacillus spp,
Bordetella spp, Aerococcus spp, Enterococcus spp, Alistipes spp, Stenotrophomonas spp,
Turicibacter spp, Sphingobacterium spp, Corynebacterium spp, Ruminococcus spp,
Butyricimonas spp, Parabacteroides spp, Salinispora spp, Methylobacterium spp,
Brevundimonas spp, Deinococcus spp, Rhizobium spp, Flavobacterium spp, Magnetospirillum
spp, Caulobacter spp, Coprobacillus spp, Hespellia spp, Bifidobacterium spp, Actinomyces
spp, Enhydrobacter spp, Anaerococcus spp, Chryseobacterium spp, Barnesiella spp,
Dysgonomonas spp, Rothia spp, Kocuria spp, Leucobacter spp, Erythrobacter spp,
Rhodovarius spp, Ancylobacter spp, Aquamicrobium spp, Clostridium spp, Ruminococcus spp,
Alloiococcus spp, Spirosoma spp e Odoribacter spp

No que se refere a espécies, Bacillus flexus, Lactobacillus rumini, Oenococcus oeni e
Gluconacetobacter intermedius foram as principais bactérias identificadas nas amostras
(Figura 7).
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Figura 7. Abundancia relativa de espécies bacterianas predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).

A partir dos dados obtidos no sequenciamento, verificou-se que O. oeni é a espécie
bacteriana predominante nas amostras das marcas K1 (97,97%) e K3 (75,46%). Enquanto que
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L. ruminis predomina nas marcas K2 (62,77%), K4 (82,13%) e K6 (58,31%). Por outro lado,
ndo foi possivel identificar a nivel de espécie as bactérias que predominam na amostra da marca
K5.

Lactobacillus ruminis foi a espécie com maior abundancia relativa encontrada na
maioria das amostras deste trabalho e estd presente em todas as marcas analisadas. A espécie
foi identificada como a bactéria latica predominante do trato gastrointestinal de porcos e é uma
das principais bactérias autoctones do trato gastrointestinal de seres humanos (AL JASSIM,
2003). L. ruminis parece desempenhar um papel importante na manutencdo da fungéo normal
do sistema digestivo e contribui para a saude e o bem-estar de seus diferentes hospedeiros.
Nesse estudo, pode-se observar uma correlacdo entre as marcas K2 e K4, nas quais foi
verificado menor teor alcodlico, pH semelhante e mostraram uma maior abundancia relativa
da especie. Por outro lado, as marcas com maior teor alcodlico (K1 e K5) demonstraram uma
menor abundancia relativa, indicando uma possivel sensibilidade da espécie a concentractes
mais elevadas de etanol.

Alguns estudos, tém demonstrado que L. ruminis possui propriedades
imunomoduladoras, bem como um possivel papel na supressdo de patdgenos resistentes a
antibidticos (TAWEECHOTIPATR et al., 2009). Além dessas caracteristicas, a capacidade de
sobreviver ao estresse gastrico e industrial investigada para algumas cepas e a falta de genes
de resisténcia a antibidticos, apresentam a bactéria como um potencial probidtico (O’
DONNELL et al., 2015). Na kombucha, a manipulagcdo constante na producdo artesanal da
bebida e o pH semelhante ao do trato digestivo humano podem ter ocasionado a adaptacédo e
proliferacdo dessa espécie a esse ambiente. No entanto, a presenca de L. ruminis na kombucha
parece ndo ter sido descrita na literatura cientifica, até 0 momento e pode abrir espaco na
discussao sobre as propriedades probidticas atribuidas a essa bebida.

Oenococcus oeni foi a espécie com maior frequéncia relativa em duas marcas estudadas
neste trabalho (K1 e K3) e é uma das trés espécies do género Oenococcus spp descritas até o
momento. Frequentemente relatada na literatura da enologia, € a principal bactéria do acido
lactico responsavel pela fermentacdo malolatica (LORENTZEN et al., 2019). A bactéria
converte L-malato em L-lactato e didxido de carbono. Assim, a acidez do vinho diminui e o
sabor torna-se mais suave. Ainda, O. oeni metaboliza outros &cidos organicos, agulcares,
aminoacidos, precursores de aroma e compostos diversos, aumentando a complexidade
aromatica e auxiliando na estabilidade microbiologica do vinho. Isso ocorre a partir da remocéo
de potenciais substratos onde microrganismos deteriorantes poderiam crescer (LORENTZEN
& LUCAS, 2019).
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Além disso, O. oeni € frequentemente descrita na sidra de macd, contribuindo na
fermentacdo malolatica. Apesar disso, sua abundancia é menor no ambiente natural, onde é
superada pela presenca de outras espécies. A razdo da rapida evolugdo e adaptacdo a esses
ambientes especificos parece estar relacionada a uma hipermutabilidade rara no genoma desta
bactéria, consequéncia da auséncia do sistema MutSL (LORENTZEN et al., 2019). Como as
trés bebidas fermentadas (vinho, sidra e kombucha) possuem caracteristicas comuns, como pH
baixo e a presenca de etanol, isso justifica a presenca desta espécie na maioria das amostras
analisadas. No entanto, quando o pH excede 3,4-3,6, O. oeni é desafiado por Lactobacillus spp,
que crescem mais rapidamente e podem se tornar predominantes na fermentacdo malolatica
(LORENTZEN & LUCAS, 2019).

Estudos prévios evidenciaram que o ambiente da kombucha é tdo favoravel para a
espécie quanto o vinho e a sidra (COTON et al., 2017; LORENTZEN & LUCAS, 2019).
Apesar da escassez de informacdo acerca de kombuchas produzidas em escala industrial, O.
oeni foi detectado em todos os tanques de fermentacdo e também apareceu como a principal
bactéria do acido lactico presente nas kombuchas francesas (COTON et al., 2017). Além disso,
isolados de O. oeni foram obtidos a partir de diferentes amostras de kombucha, em um estudo
que indicou que cepas presentes em vinho, sidra e kombucha podem ser filogeneticamente
distintas. Essa diferenca pode estar relacionada com a adaptacdo da espécie para cada um dos
produtos (LORENTZEN & LUCAS, 2019). Sendo assim, sugere-se que O. oeni possui papel
importante na fermentacdo da kombucha, ainda que o produto possa ser produzido mesmo na
auséncia deste microrganismo. A contribuicdo metabolica de O. oeni ainda ndo esta
esclarecida. Dada a variedade de kombuchas no Brasil, é possivel que o microrganismo nédo
esteja presente em todas, como evidenciado pela analise da marca K6 deste estudo.

Por outro lado, embora com uma abundéncia relativa menor, a presenca de G.
intermedius foi detectada em todas as amostras de kombucha analisadas. Anteriormente
identificada como Acetobacter intermedius, sabe-se que a presenca dessa bactéria em
kombucha também ja foi relatada em outros trabalhos (BOESCH et al., 1998; TYAGI et al.,
2016; COTON et al., 2017) e que a especie foi identificada como produtora de celulose
(TYAGI et al., 2016). Diante disso, podemos inferir que G. intermedius pode estar associada a
formacéo da rede celulésica flutuante do SCOBY.

Bactérias do género Gluconacetobacter spp estdo também associadas na oxidagéo de
etanol em &cido acético e acetato em CO,. Nos estudos em tecnologia de alimentos, essas

bactérias sdo amplamente relatadas na producdo de nata de coco e vinagre (NGUYEN et al.,
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2015). Na kombucha, observou-se que a espécie G. intermedius realiza uma co-fermentacéo
em sinergia com Dekkera bruxellensis, onde ocorre a producdo de acido glicurdnico. Esse
metabdlito é um &cido carboxilico e atua como agente desintoxicante para remover substancias
quimicas exdgenas do corpo humano (VINA et al., 2013). Em associagdo com algumas
espécies de Lactobacillus, a producdo de acido glicurénico parece ser ainda mais eficiente
(NGUYEN et al., 2015).

Por fim, a bactéria Bacillus flexus foi detectada em apenas uma das marcas analisadas
(K4). Essa espécie foi isolada a partir do solo e tem sido associada a fixagdo de nitrogénio e
promocdo do crescimento de plantas (LIU et al., 2019). Na literatura, foi comprovado que o
microrganismo ndo apenas € resistente ao arsénico, como também desenvolveu ativamente
mecanismos bioquimicos para explorar o composto como fonte de energia (JABELI et al.,
2017). Assim, apresenta-se como uma potencial candidata para o uso na biorremediacdo de
solos, dguas e bebidas.

Diversos pesquisadores tém utilizado a biomassa celulésica da kombucha
eficientemente como biossorvente para remover poluentes metalicos das aguas residuais
(JAYABALAN et al., 2014). Até o momento, as cargas possuidas pelas bactérias e leveduras
presentes na biomassa de celulose foram correlacionadas com a capacidade absorvente. Ainda,
o efeito protetor da kombucha contra a peroxidacéo proteica induzida por arsénico tem sido
associado a propriedades antioxidantes, que até o momento ndo foram relacionadas a presenca
de B. flexus (OFORI et al., 2015). Além disso, também relacionado a atividade antioxidante
da kombucha, especula-se que a bebida pode diminuir a atividade imunossupressora do cromo
e auxiliar na excrecdo do metal dos tecidos do corpo (RAM et al., 2000). Logo, essas
especulacbes podem ser associadas a presenca de bactérias como B. flexus e sua capacidade em
adsorver tais metais pesados. Ademais, a nivel de espécie também foram identificadas bactérias

com abundancia relativa <1%, representadas no Quadro 1.

Quadro 2. Espécies bacterianas nas marcas de kombucha com abundéncia relativa < 1%.

Espécie bacteriana Kl K2 K3 K4 K5 K6

Gluconacetobacter liquefaciens
Bacillus thermoamylovorans
Acetobacter aceti
Tanticharoenia sakaeratensis
Staphylococcus equorum
Bacteroides uniformis

-
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Faecalibacterium prausnitzii
Acinetobacter rhizosphaerae
Bacillus safensis
Lactobacillus delbrueckii
Brevibacillus invocatus
Sphingomonas wittichii
Alistipes onderdonkii
Sphingobacterium multivorum
Stenotrophomonas rhizophila
Salinispora tropica
Brevundimonas vesicularis
Flavobacterium gelidilacus
Stenotrophomonas geniculata
Methylobacterium mesophilicum
Caulobacter vibrioides
Hespellia porcina
Lactobacillus vaginalis
Actinomyces europaeus
Enhydrobacter aerosaccus
Sphingomonas mali
Barnesiella intestinihominis
Rothia dentocariosa
Rhodovarius lipocyclicus
Ancylobacter abiegnus
Rhizobium daejeonense

Aquamicrobium aerolatum
Clostridium saccharogumia

Ruminococcus lactaris
Lactobacillus coleohominis
Enterococcus cecorum
Alistipes indistinctus
Alistipes finegoldii
Bacteroides ovatus

5.2.2 Comunidade fungica

O sequenciamento da regido ITS resultou em 272340 sequéncias, as quais foram
agrupadas em 33 ASVs. A diversidade de fungos (33 ASVs) foi menor que a diversidade
bacteriana (117 ASVs). A classificacdo taxonémica resultou em 2 filos, 8 classes, 11 ordens,
15 familias, 20 géneros e 20 especies. Os resultados referentes a abundancia relativa dos filos
fangicos em amostras de kombucha sdo mostrados na Figura 8. Os dados obtidos baixa
diferenciacdo na composi¢do da comunidade fangica ao nivel de filo, entre as diferentes
marcas. Ascomycota foi o filo predominante em todas as marcas K1 (97,21%), K2 (99,99%),
K3 (99,86%), K4 (100%), K5 (99,35%) e K6 (99,89%).
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Figura 8. Abundancia relativa de filos flngicos predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).

No que se refere aos géneros fungicos, apesar de terem sido identificados 20 géneros
nas amostras, apenas Dekkera spp e Lanchancea spp apresentaram abundancias relativas >
1,0% (Figura 9). A analise revelou que o género Dekkera spp esta presente em todas as marcas
estudadas, sendo predominante nas marcas K1 (77,02%), K3 (73,25%), K4 (59,01%) e K5
(97,30%). Nas marcas K2 e K6, a maioria dos fungos encontrados ndo foram classificados

quanto ao género.
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Figura 9. Abundancia relativa de géneros flngicos predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).
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Outros géneros como Wallemia spp, Rhodosporidiobolus spp, Candida spp,
Rhodotorula spp, Zygosaccharomyces spp, Aspergillus spp, Naganishia spp, Starmerella spp,
Cyberlindnera spp, Filobasidium spp, Papiliotrema spp, Setophoma spp, Malassezia spp,
Kloeckera spp, Bullera spp, Pichia spp, Hymenochaete spp e Meyerozyma spp, também foram
identificados, porém em menor abundancia (< 1%).

A nivel de espécie, os fungos predominantes foram Dekkera anomala, Dekkera
bruxellensis e Lachancea fermentati (Figura 10). A espécie D. bruxellensis esta presente em
todas as marcas, porém predominante em K1 (76,56%), K4 (58,63%) e K5 (69,26%), enquanto
que D. anomala, apesar de estar presente em K2, K4 e K5, é predominante na marca K3 (71,

57%). As espécies predominantes nas marcas K2 e K6 ndo foram identificadas.

Espécies Fungicas

K1 K2 K3 K4 K5 K6
Marcas de kombucha
Nao classificados Outros Dekkera anomala

Dekkera bruxellensis Lachancea fermentati

Figura 10. Abundancia relativa de espécies fungicas predominantes em seis marcas de kombucha (K1 a K6).

Dekkera bruxellensis e D. anomala sdo especies de leveduras acidotolerantes,
conhecidas por seu importante papel durante a fermentacdo das cervejas belgas Lambic e
contribuem positivamente no sabor através da produgdo de acido acético (DEQUIN et al.,
2003). Além disso, a fermentacao natural realizada a partir dessas leveduras, produz compostos
fenolicos, com descritores sensoriais de aromas tipicos como plastico queimado, suor de cavalo
e estabulo. Analises prévias demonstraram que essas leveduras produzem etanol sob aerobiose
e tém capacidade de crescer sem oxigénio (RENOUF et al., 2006). No vinho, D. bruxellensis

é considerada um dos principais microrganismos deteriorantes, sendo tambem perfil de aroma
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caracteristico de alguns produtos, como o0s franceses Chateau de Beaucastel
(SCHIFFERDECKER et al., 2014).

Dekkera anomala também foi identificada em outras bebidas como vinho Jerez
(ESTEVE-ZARZOSO et al., 2001; IBEAS et al., 1996), tequila (LACHANCE, 1995), sidra
(COTON et al., 2006) e kefir (MIGUEL et al., 2013). Além disso, a presenca predominante
dessas espécies na kombucha ja foi relatada em diversos trabalhos (MAYSER et al., 1995;
TEOH et al., 2004; COTON et al., 2017) e parece desempenhar um importante papel na
fermentacdo da bebida, na producéo de etanol e de &cido acético. As duas espécies adaptam-se
a condicfes ambientais estressantes, como altas concentracfes de etanol e baixos valores de
pH. Na fermentacdo alcoolica do vinho, foi demonstrada a maior taxa de adaptacdo de D.
bruxellensis do que de outras leveduras selvagens podendo sobreviver no mosto durante o
processo (RENOUF et al., 2006). Assim, considerando as condigdes semelhantes dos dois
ambientes, essa informacdo pode explicar também a predominancia das espécies na maioria
das kombuchas analisadas neste trabalho.

Em relacdo a L. fermentati, essa foi detectada na marca K3 e, com frequéncia relativa
< 1%, na marca K2. O género Lachancea spp tem sido identificado com frequéncia na
composicao fangica da kombucha em outros trabalhos (BELLUT et al., 2019, VILLARREAL-
SOTO et al., 2018). Um aspecto interessante dessa espécie esta em sua caracteristica
metabdlica incomum, ou seja, sua capacidade de produzir &cido latico durante a fermentacao
alcodlica. Essa espécie vem sendo investigada quanto a sua utilizacdo para reduzir o pH e
aumentar a acidez total na producdo de vinhos (COMITINI et al., 2011; PORTER et al., 2019),
e para produzir cervejas de baixo teor alcodlico (BELLUT et al., 2019). A L. fermentati
também tem sido empregado na producdo de cervejas sour, para produzir bebidas sem o0 uso
de bactérias ou adicdo do reagente acido lactico. Embora L. fermentati seja considerada nédo
patogénica, existe um relato de um caso de fungemia em um paciente imunocomprometido,
relacionado a essa espécie (LEUCK et al., 2014). Ainda, espécies flngicas com abundéancia

relativa < 1% foram identificadas e sdo descritas do Quadro 2.

Quadro 3. Espécies fungicas identificadas nas marcas de kombucha

Espécie fungica Kl K2 K3 K4 K5 K6

Wallemia muriae -
Candida tropicalis
Rhodosporidiobolus ruineniae
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Rhodotorula mucilaginosa
Zygosaccharomyces parabailii
Naganishia diffluens
Cyberlindnera rhodanensis
Papiliotrema baii
Setophoma vernoniae
Naganishia albida
Kloeckera lindneri
Candida orthopsilosis
Zygosaccharomyces bailii
Bullera alba
Cyberlindnera jadinii
Hymenochaete luteobadia
Meyerozyma guilliermondii

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De acordo com a variacdo dos resultados obtidos na avaliacdo dos parametros fisico-
quimicos e do microbioma das amostras desse trabalho, é possivel observar uma aparente
diversidade das kombuchas presentes no mercado brasileiro. Atualmente, existem
aproximadamente 40 empresas de pequeno porte que comercializam seus produtos, sendo
assim os dados gerados representam um mapeamento inicial que no entendimento da
composicao das kombuchas.

O Brasil foi o primeiro pais a criar uma legislacdo especifica para a kombucha e os
dados e pesquisas bibliograficas gerados a partir deste trabalho contribuiram para as discussdes
acerca da construcdo do padrédo de identidade e qualidade da bebida. Visto que a producédo de
kombucha deixou de ser uma atividade exclusivamente do ambiente doméstico e tornou-se
uma atividade comercial, o desenvolvimento da legislacdo no pais tem a finalidade de proteger
0s produtores de possiveis fraudes, bem como permitird fornecer aos consumidores maiores
informacdes sobre os produtos adquiridos/consumidos.

A utilizacdo de metodologias simples para a caracterizagdo fisico-quimica das amostras,
utilizadas nesse trabalho, foi Gtil para indicar um caminho no controle de qualidade rapido e
eficiente desta bebida. Valores de pH encontrados neste estudo indicam que as bebidas
encontradas no mercado sdo seguras, do ponto de vista microbioldgico, para 0 consumo por
seres humanos saudaveis. Em adicao, os valores de acidez titulavel total corroboraram com os
niveis indicados pela literatura para obtencéo de bebidas sensorialmente agradaveis e seguras.

Em relagdo ao teor alcoolico, os resultados encontrados foram superiores a 0,5%, reforgando a
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importancia de uma adequacéo da rotulagem, bem como do desenvolvimento e utilizagédo de
metodologias para controlar a qualidade desses produtos.

Além de ressaltar a importancia das andlises fisico-quimicas, este foi o primeiro estudo
de caracterizagdo do microbioma de Kombuchas produzidas e comercializadas no Brasil,
utilizando o sequenciamento de alto desempenho Seis marcas de kombucha brasileiras foram
submetidas a identificacdo taxonémica dos microrganismos encontrados, a nivel de filo, género
e especies com abundancias relativas > 1,0%. Apesar disso, as contribuicfes desses
microrganismos no processo fermentativo e nas caracteristicas organolépticas da kombucha
ainda necessitam ser elucidados.

Em complemento, a diferenca ha composi¢do microbiana encontrada entre as marcas
pode estar associada a utilizacdo de diferentes matrizes na preparacao das kombuchas, diversas
origens de aquisicdo do SCOBY, além das condi¢des de fermentacdo e manipulacdo. Nesse
contexto, seria interessante realizar o sequenciamento individual das kombuchas incluindo a
avaliacao de diferentes lotes dentro de uma mesma marca. Dessa forma, seria possivel verificar
se a abundancia relativa dos microrganismos é constante ou se é alterada ao longo das
producdes. Bem como, verificar se alteracbes na abundancia relativa dos microrganismos
refletem nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da bebida.

Por fim, é importante ressaltar que a maioria dos microrganismos identificados neste
trabalho ndo representa riscos para seres humanos saudaveis, e alguns inclusive apresentam
beneficios. Porém, dentre as espécies identificadas, algumas sdo relatadas na literatura como
patégenos oportunistas. Portanto, dependendo da composicao bacteriana do produto, pode-se
desaconselhar o consumo de kombucha para individuos imunocomprometidos.

Ainda, devido a complexidade da comunidade simbidtica e diversidade dos
microrganismos, pode-se concluir que a qualidade final desta bebida, produzida no método
tradicional, é dificil de reproduzir e prever. Dessa maneira, 0s dados gerados nesse trabalho

estimulam discussdes e investigagdes cientificas adicionais acerca da kombucha.
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