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RESUMO

Kombucha é uma bebida ndo alcodlica, tradicionalmente obtida pela fermentacdo do cha
adocgado de Camellia sinensis por um biofilme formado de bactérias e leveduras (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeasts — SCOBY). A popularidade da bebida tem crescido devido a
sua disponibilidade em diferentes sabores, no entanto, ainda existem lacunas no conhecimento
sobre a dindmica da fermentacdo e os metabdlitos produzidos durante o processo fermentativo
do Kombucha preparado com diferentes matérias-primas. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi verificar o perfil fisico-quimico, microbioldgico e cromatografico de Kombucha
utilizando infusdo de café arébica para a primeira fermentacdo. Diferentes concentracfes de
infusdo de café (25-100% v/v) foram testadas, com cha verde como tratamento controle. Apds
14 dias de fermentacdo a temperatura ambiente, foram realizadas anélises microbioldgicas,
fisico-quimicas (pH, °Brix, acidez total, cor instrumental), compostos fendlicos, atividade
antioxidante e antimicrobiana, além da quantificacdo de carboidratos, etanol e acidos organicos
por HPLC e compostos volateis por GC-MS. A bebida e o0 SCOBY apresentaram altas
populacbes de bactérias do é&cido latico (5,0 e 8,4 log UFC/mL, respectivamente),
correlacionadas com o aumento da concentracdo de café. As fermentacdes com café
apresentaram alteragdes fisico-quimicas semelhantes ao controle, com redugéo do pH (3,4-4,0)
e do teor de sacarose (37,4-84%), com acidez total ideal (~0,4%) para kombucha. Um total de
111 compostos volateis organicos foi detectado, incluindo &lcoois, ésteres, &cidos, aldeidos e
cetonas. A concentracdo de alcool residual (0,05-0,09% v/v) estava dentro do limite legal
(<0,5% v/v). A diferenga total de cor entre os tempos inicial e final variou de 2,28 a 16,15,
indicando influéncia da fermentacdo na cor. Houve tendéncia de aumento de compostos
fendlicos e atividade antioxidante apds a fermentagdo, mais pronunciada com o aumento da
concentracdo de café. Nenhum tratamento apresentou atividade antimicrobiana. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) do SCOBY revelou bactérias e leveduras entre microfilamentos
de celulose bacteriana, confirmando a bioatividade do SCOBY em kombucha de café. Este
estudo demonstrou a viabilidade da fermentacdo de kombucha com infusdo de café arabica,
resultando em bebida com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao controle de cha verde,
abrindo novas possibilidades para a industria de bebidas fermentadas.

Palavras-chave: bebida funcional; acidos organicos; celulose bacteriana; GC-MS; HPLC.



ABSTRACT

Kombucha is a non-alcoholic beverage traditionally obtained by fermenting sweetened
Camellia sinensis tea with a biofilm formed by bacteria and yeasts (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeasts - SCOBY). The popularity of the beverage has grown due to its availability
in different flavors, however, there are still gaps in the knowledge about the fermentation
dynamics and metabolites produced during the fermentation process of Kombucha prepared
with different raw materials. In this sense, the objective of this work was to verify the
physicochemical, microbiological and chromatographic profile of Kombucha using Arabica
coffee infusion for the first fermentation. Different concentrations of coffee infusion (25-100%
v/v) were tested, with green tea as the control treatment. After 14 days of fermentation at room
temperature, microbiological, physicochemical (pH, °Brix, total acidity, instrumental color),
phenolic compounds, antioxidant and antimicrobial activity, as well as quantification of
carbohydrates, ethanol and organic acids by HPLC and volatile compounds by GC-MS were
performed. The beverage and the SCOBY presented high populations of lactic acid bacteria
(5.0 and 8.4 log UFC/mL, respectively), correlated with the increase in coffee concentration.
The coffee treatments presented similar physicochemical changes to the control, with a
reduction in pH (3.4-4.0) and sucrose content (37.4-84%), with total acidity ideal (~0.4%) for
kombucha. A total of 111 volatile organic compounds were detected, including alcohols, esters,
acids, aldehydes and ketones. The residual alcohol concentration (0.05-0.09% v/v) was within
the legal limit (<0.5% v/v). The total color difference between the initial and final times ranged
from 2.28 to 16.15, indicating the influence of fermentation on color. There was a tendency to
increase phenolic compounds and antioxidant activity after fermentation, more pronounced
with increasing coffee concentration. No treatment showed antimicrobial activity. Scanning
electron microscopy (SEM) of the SCOBY revealed bacteria and yeasts among bacterial
cellulose microfilaments, confirming the bioactivity of the SCOBY in coffee kombucha. This
study demonstrated the feasibility of fermenting kombucha with Arabica coffee infusion,
resulting in a beverage with physicochemical characteristics similar to the green tea control,
opening up new possibilities for the fermented beverage industry.

Keywords: functional beverage; organic acids; bacterial cellulose; GC-MS; HPLC.



INDICADORES DE IMPACTO

O estudo sobre a producdo de kombucha utilizando infuséo de café arabica como alternativa ao
cha verde apresenta impactos significativos em diversas esferas. Socialmente, a pesquisa
promove a democratizacdo do acesso a ciéncia ao explorar uma bebida popular e funcional,
ampliando o conhecimento sobre suas propriedades benéficas e fortalecendo a interacéo entre
academia e sociedade. No campo tecnoldgico, destaca-se a inovagao no processo fermentativo,
demonstrando a viabilidade de utilizar uma matéria-prima amplamente consumida no Brasil,
como o café, para produzir kombucha com caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
semelhantes ao tradicional. Economicamente, a inclusdo de novos ingredientes expande o
mercado de bebidas funcionais, oferecendo alternativas que podem fortalecer a cadeia produtiva
do café, incentivando pequenos e médios produtores locais. Culturalmente, a pesquisa valoriza
e diversifica o uso de insumos tradicionais brasileiros, como o café, reforcando a identidade
nacional e fomentando praticas de sustentabilidade ao possibilitar o uso de residuos
agroindustriais. Os resultados alcangcados indicam o potencial de novas possibilidades na
industria de alimentos e bebidas, com enfoque em inovacéo e funcionalidade, consolidando o
Brasil como referéncia no setor.

IMPACT INDICATORS

The study on kombucha production using Arabica coffee infusion as an alternative to green tea
has significant impacts in various spheres. Socially, the research promotes the democratization
of access to science by exploring a popular and functional beverage, expanding knowledge
about its beneficial properties and strengthening the interaction between academia and society.
Technologically, it highlights innovation in the fermentation process, demonstrating the
feasibility of using a raw material widely consumed in Brazil, such as coffee, to produce
kombucha with physicochemical and microbiological characteristics similar to the traditional
version. Economically, the inclusion of new ingredients expands the functional beverage
market, offering alternatives that can strengthen the coffee production chain and encourage
small and medium-sized local producers. Culturally, the research values and diversifies the use
of traditional Brazilian inputs, such as coffee, reinforcing national identity and fostering
sustainable practices by enabling the use of agro-industrial residues. The results achieved
indicate the potential for new possibilities in the food and beverage industry, focusing on
innovation and functionality, consolidating Brazil as a reference in the sector.
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1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida ndo-alcoolica obtida através da fermentagdo do cha de
Camellia sinensis com adicdo de agucar. A palavra “Kombucha” ¢é derivada das palavras
japonesas “algas marinhas” (Facts) e “cha” (cha) (Ernst, 2003, Martinez Leal et al., 2018). O
Kombucha pode ser dividido em duas fases: um biofilme na superficie do cha, formado pelo
crescimento de microrganismos e um liquido acidificado, contendo principalmente acido
acetico, acido gluconico e etanol (Czaja et al., 2006, Watawana et al., 2016). O biofilme
formado é chamado de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) ou “tea fungus”
(Sreeramulu et al., 2000). O processo fermentativo que ocorre no Kombucha é o resultado da
atividade metabdlica entre bactérias do &cido acético (Komagataeibacter, Gluconobacter e
Acetobacter sp.), bactérias do acido latico (Lactobacillus, Lactococcus sp.) e leveduras
(Schizosaccharomyces  pombe,  Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii,
Brettanomyces bruxellensis ) (Marsh et al., 2014, Coton et al., 2017, De Roos & De Vuyst,
2018). O periodo de fermentacdo do Kombucha requer de 7 a 15 dias, podendo estender por
mais tempo dependendo das praticas culturais e substrato utilizado (Watawana et al., 2015).

Alimentos funcionais sdo aqueles que possuem efeitos benéficos no organismo
comprovado cientificamente, em uma ou mais fungdes, melhorando a saide e bem-estar,
independentemente do seu valor nutricional (Jayabalan & Waisundara, 2019). De acordo com
Jayabalan & Waisundara (2019), Kombucha pode ser considerada uma bebida funcional
devido seus diversos beneficios associados a saude humana, como estimulacdo imunoldgica,
desintoxicacdo, propriedades antioxidantes e antitumorais, atividade antimicrobiana,
antidiabética e anticarcinogénica. Porém, a maioria dos estudos acerca das propriedades
funcionais da bebida foram realizados in vitro, e os efeitos do consumo de Kombucha em
humanos ainda séo escassos (Kapp & Sumner, 2019). O mercado global de Kombucha esta
desfrutando de taxa de crescimento exponencial devido a crescente populacéo global, aumento
de rendimentos, além da modernizacdo no armazenamento e transporte de alimentos e bebidas
(Willett et al., 2019, Bueno et al., 2021).

Estudos in vitro comprovam que 0s microrganismos presentes no cha fermentado sdo
capazes de produzir diversos metabdlitos que sdo benéficos a saude humana, como: atividade
antimicrobiana frente a patdgenos alimentares, atividade antioxidante, anticarcinogénicas
(Jayabalan et al., 2011, Watawana et al., 2015, Vitas et al., 2018), antidiabéticos (Aloulou et

al., 2012, Bhattacharya et al., 2013), tratamento para Ulceras gastricas (Banerjee et al., 2010),
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diminuicdo de colesterol (Yang et al., 2010), além de demonstrar ter influéncia na resposta
imune (Sai Ram et al., 2000) e desintoxicacao do figado (Petrovic et al., 2000).

Além dos efeitos benéficos a salde, alteracbes nos componentes quimicos e
microbianos durante a fermentacdo do Kombucha também tem sido investigada por
pesquisadores. Chen & Liu (2000) encontraram mudangas nos principais componentes (como
concentracdo de sacarose, glicose, frutose, acido glucénico e acidez titulavel) e microbiota do
Kombucha preparados com SCOBY de nove fontes diferentes da regido de Taiwan durante uma
fermentacdo de cha verde prolongada de até 60 dias, demonstrando que o perfil de
microrganismos e 0os metabdlitos produzidos variam de acordo com o SCOBY utilizado. Na
ultima década foram publicados trabalhos utilizando outras bases de infusdo diferentes de C.
sinensis para fermentacdo de Kombucha, como cha de erva-cidreira, cha de horteld, cha de
séalvia e até mesmo café (Battikh et al., 2012, Watawana et al., 2015).

O efeito benéfico do consumo de café para salde humana se da pela presenca de seus
principais compostos bioativos, como cafeina, acidos clorogénicos e outros fendlicos, que
conferem efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes (Barrea et al., 2023). Pessoas que
consomem quantidades moderadas de café (até cinco xicaras de café por dia) tém menor risco
de doencas cardiovasculares, derrame, diabetes tipo 2, sindrome metabolica e mortalidade por
causas gerais (Guercio, 2022). O Brasil detém a maior producdo e exportacdo de cafés no
mundo, ocupando a segunda posic¢ao para consumo (Costa, 2020). O café é considerado um
meio alternativo para a producdo de Kombucha pela maior organizacdo comercial mundial de
fabricantes de Kombucha, Kombucha Brewers International, com investigacfes cientificas
recentes sobre Kombucha de café (Zofia et al., 2020, Bueno et al., 2021). Segundo Mordor
Intelligence (2021), o mercado global de bebidas funcionais deverd registrar uma taxa de
crescimento anual composta de 5,8% entre 2020 e 2025 e o consumo de Kombucha de café
pode favorecer o aumento deste mercado (Chan & Liu, 2022). A elaboracdo de um produto
diferenciado que estimule consumo e potencialize os efeitos benéficos a salde, alem da
investigagdo da inoculacdo do SCOBY em diferentes formulagdes de infusfes € uma demanda
gue necessita ser pesquisada. Por esses motivos, o presente estudo objetivou verificar se a
substituicdo parcial ou total do cha verde por infusdo de café ardbica é capaz de produzir
Kombucha com caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas similares as bebidas
tradicionais fermentadas com cha verde. A interacdo dos microrganismos e producdo de

celulose bacteriana no SCOBY a partir das diferentes formulagdes foi também avaliada.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Historico

O primeiro relato disponivel sobre o consumo de Kombucha data de 220 a.C. na China,
durante a dinastia Chinesa. Nesta época, 0s chineses denominaram o SCOBY como o divino
“Ling-tche” ou “Che”, que significa "Remédio da Imortalidade” ou "Ch& da Imortalidade™,
devido as suas propriedades energéticas e desintoxicantes. Em 414 d.C., um médico coreano
chamado Kombu foi convocado para curar os problemas digestivos do rei japonés Inkyo.
Kombu trouxe o divino “Che” com ¢le, que se acredita ser mais tarde popularizado no Japao
como “Kombu-che”, tornando-se depois o “Kombucha” (Dutta & Paul, 2019). Outra possivel
origem do nome “Kombucha” se da através da derivacdo das palavras japonesas “algas
marinhas” (Facts) e “cha” (cha) (Martinez Leal et al., 2018). Outros nomes para a bebida e suas
variantes sdo Eastern tea, Fungus japonicus, Cembuya orientalist, Combuchu, Tschambucco,
Volga spring, Mo-Gu, Champignon de longue vie, Teekwass, Kwassan, e Kargasok tea (Dutta
& Paul, 2019).

Além da China, Coréia e Japédo, o consumo de chas fermentados era comum na regiao
de Kargasok, na Rassia. Os povos dessa regido eram conhecidos por ter um estilo de vida
saudavel, com envelhecimento retardado e expectativa de vida superior a cem anos. Com a
extensdo das rotas comerciais, 0 Kombucha chegou na Rassia em 1800 e foi reconhecido como
medicina popular eficaz em muitas comunidades rurais. Na Russia, 0 SCOBY é chamado de
“cogumelo do cha” e a bebida ¢ chamada Grib (cogumelo), “cha kvass” ou simplesmente
“kvass” (Villarreal-Soto et al., 2018, Chandrakala et al., 2019).

Apos a Primeira Guerra Mundial, o Kombucha chegou a outros paises rapidamente com
a ajuda de prisioneiros russos e alemédes que imigraram. Na década de 1920, o0 Kombucha era
popular em toda a Alemanha como um remédio caseiro e popular, avancando para Franca, e
dos franceses para Africa (Frank, 1995, Blanc, 1996). Nos Estados Unidos, Kombucha ganhou
popularidade por conta do seu poder refrescante e propriedades medicinais. De acordo com
relatos, Kombucha era "ansiosamente procurado em certos circulos, e alegremente passado para
outros" (Alexopoulos et al., 1996).

Pesquisas com Kombucha so iniciaram ao fim da década de 1960 na Suica, devido a um
boato que se espalhou sobre efeitos toxicos da bebida. Neste estudo, cientistas sui¢os relataram
que beber Kombucha era igualmente benéfico como comer iogurte. Outros estudos iniciais
datam no ano de 1986, na Russia, onde analises de dados indicaram que pessoas que consumiam

Kombucha eram mais resistentes aos efeitos da radiacdo causadas pelo desastre de Chernobyl.
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A Unidade Central de Pesquisa Oncoldgica da Russia determinou que o consumo diario dessa
bebida tem correlagdo com a resisténcia ao cancer (Villarreal-Soto et al., 2018, Dutta & Paul,
2019).

2.2. Consumo e Mercado

Embora a historia do mercado comercial do Kombucha seja recente, com pouco mais
de 20 anos, seu tamanho de mercado e variedade de produtos estdo em rapido crescimento. Nas
ultimas duas décadas esta bebida fermentada a base de cha tornou-se cada vez mais popular nas
culturas ocidentais, principalmente dentro do grupo de alimentos funcionais por seus beneficios
a satde humana. O Kombucha é considerado uma bebida alternativa para quem quer substituir
refrigerantes tradicionais, com caracteristicas funcionais aliadas a finalidade basica de
hidratacdo. Um refrigerante tradicional, como a Coca-Cola™, tem um teor calérico médio de
39,5 kcal em 100 mL e um teor médio de acucar de 10% (p/v). Com base nos produtos
comerciais de Kombucha atuais no mercado, o teor calérico médio por 100 mL € de 14,12 kcal
e o teor médio de acgUcar por 100 mL € de 3,17 g. O Kombucha tem um perfil de teor calérico
e de acucar menor em comparacdo com os refrigerantes comuns (Kim & Adhikari, 2020).
Devido ao alto potencial nutracéutico e terapéutico, o Kombucha é classificado na primeira
posicdo como alimento do século XXI, junto ao Kefir (Magalhdes-Guedes et al., 2019).

A demanda por Kombucha é alta nos mercados desenvolvidos, particularmente nos
Estados Unidos e em outros paises da Europa. A América do Norte é o mercado mais
significativo para o0 Kombucha, sendo que os EUA contribuem com a maior fatia do mercado.
A América do Norte dominou o mercado global em 2019, com participacdo de receita de
aproximadamente 52%. Além disso, o crescimento substancial do mercado também esta sendo
testemunhado na Asia-Pacifico, Oriente Médio e Africa (Jayabalan & Waisundara, 2019). O
Kombucha comercialmente engarrafado tornou-se disponivel nos Estados Unidos ao final dos
anos 90, sendo classificada como a bebida fermentada mais vendida, com lucro de US $ 180
milhdes em 2015 (Kombucha - Statistics & Facts, 2015). O mercado global de kombucha teve
um crescimento significativo nos Gltimos anos, chegando a US$ 1,84 bilhdo em 2020, com taxa
de crescimento projetada de 23,2% (US$ 10,45) até 2027 (Insights, 2020). Embora a pandemia
do COVID-19 tenha impactado negativamente muitos setores, o mercado de bebidas
fermentadas testemunhou um ligeiro aumento a medida que a demanda do consumidor mudou
para bebidas que aumentam a imunidade em meio a taxas crescentes de infecgédo por

coronavirus (Nyhan et al., 2022).
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Em 2016, a PepsiCo™ adquiriu a empresa KeVita, com sede na Califérnia, empresa
lider em bebidas fermentadas que atualmente possui 4 linhas de produtos (Master Brew
Kombucha, Sparkling Probiotic Drink, Apple Cider Vinagar Tonic e Prebiotic Shots)
abrangendo 28 sabores. Em junho de 2018, a Clearly Kombucha foi adquirida pela Molson
Coors Brewing Company, um passo estratégico para fortalecer a oferta de bebidas nédo
alcodlicas da empresa. A Coca-Cola™ adicionou sua primeira linha de produtos Kombucha em
2018 ao adquirir a Organic and Raw Trading Co. O interesse continuo da Coca-Cola™ no
mercado de Kombucha resultou em um investimento de capital de US$ 20 milhdes na Health-
Ade Kombucha em 2019, uma empresa que mais tarde vendeu uma participacdo de controle
para o parceiro de longa data First Bev. Em 2018, a Peet’s Coffee (empresa dos EUA que produz
café ready-to-drink (pronto para beber) adquiriu participacdo majoritaria na Revive Kombucha
por um valor ndo revelado (Nyhan et al., 2022).

A variedade de sabores inovadores de Kombucha disponiveis também esta atraindo cada
vez mais a atencdo do consumidor, como lavanda, melancia, péssego e maracuja, juntamente
com suas bebidas originais de Kombucha (Insights, 2020). Estima-se que o mercado global de
cafés funcionais (fortificados com ingredientes como canabidiol, ginseng, L-teanina, vitaminas
do complexo B e acafrdo, para fornecer beneficios adicionais além daqueles inerentes ao café)
deverd registrar taxa de crescimento anual composta de 5,8% entre 2020 e 2025. Estes, sdo
comercializados como impulsionadores imunolégico, alivio da ansiedade e potencializadores
das capacidades cognitivas (Beverage Daily, 2020; Euromonitor Internacional, 2021; Mordor
Intelligence, 2021; Chan & Liu, 2022). O consumo de Kombucha de café pode favorecer o
aumento deste mercado.

O Kombucha também é considerado como o iogurte do século XXI, que crescera como
uma industria multibilionaria no futuro, como a industria de iogurtes em geral. Regulamentos
rigorosos deverdo ser desenvolvidos por varios governos em todo o mundo para monitorar o
mercado de Kombucha (Troitino, 2017). O Brasil foi o primeiro pais a registrar legislacéo
especifica para Kombucha em forma de Instrucdo Normativa (IN n® 41, de 17 de setembro de
2019) para o Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ) da produgéo da bebida dentro de todo
territério nacional, aplicadas as Kombucha que sdo submetidas a processos industriais

tecnologicamente adequados e destinada ao consumo humano como bebida (Brasil, 2019).
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2.3. Processo fermentativo de Kombucha

A bebida tradicional é obtida através da fermentacdo de cha de Camellia sinensis (cha
preto, verde, branco, marrom) com adicao de sacarose como fonte de carbono (Jayabalan et al.,
2014, Martinez Leal et al., 2018). A fermentagédo ocorre por meio de uma cultura simbiética de
bactérias do &cido acético (BAA), leveduras e bactérias do acido latico (BAL) (Marsh et al.,
2014, Coton et al., 2017, De Roos & De Vuyst, 2018). O modo de preparo do Kombucha
tradicional segue algumas etapas simples e semelhantes, independentemente da quantidade e
substrato utilizados. O processo de preparo esta ilustrado na Figura 1, com base nos métodos
descritos por Greenwalt et al. (2000) e Sinir et al. (2019).

Figura 1: Passo a passo para preparar Kombucha tradicional de Camellia sinensis.

1 — Prep arar a + Adicionar as folhas de Camellia sinensis a agua fervida, filtrar apos 10-
. 5 15 min de infusdo e aguardar arrefecimento;
infusao « Adicionar 50-100 g/L de sacarose & infusdo.

* Transferir o cha adogado para frasco de vidro higienizado;
» Adicionar SCOBY;
2 — Inoculal’ » Adicionar 10% (v/v) de Starter - Kombucha fermentado;

* Vedar frasco com um pano limpo para que haja troca gasosa, mas vede
a entrada de insetos e poeira.

* Deixar fermentar em temperatura ambiente por 7 — 15 dias, ou até
atingir a acidez desejada.

3- Fermentar

X * Remover SCOBY e filtrar os sedimentos da bebida fermentada;
4 - COHS umir * Engarrafar para consumo. Sugestdo: consumir gelada;
* Opcional: Utilizar a bebida fermentada para etapa de saborizagéo.

Fonte: Do autor, adaptado de Sinir et al. (2019).

O preparo da infusdo pode variar dependendo do método utilizado. Alguns autores
preferem um tempo de infusdo curto de 5-10 minutos (Sun et al., 2015), enquanto outros
recomendam o tempo de 15-30 minutos antes de retirar as folhas de cha (Greenwalt et al., 2000,
Aloulou et al., 2012). O cha adocado precisa ser resfriado a temperatura ambiente antes que a
cultura de Kombucha seja adicionada, para evitar chogque térmico aos microrganismos. O cha é
normalmente adicionado a uma jarra de vidro higienizada coberta com um pano limpo
(Jayabalan et al., 2010; Sievers et al., 1995), o que garante condi¢fes aerdbicas durante o

processo de fermentacdo e mantém o ambiente livre de poeira e insetos.
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SCOBY e 10% (v/v) de cha fermentado (starter) devem ser utilizados como culturas
iniciadoras da fermentagéo, sendo adicionados na infusdo adogada (Vina et al., 2014). Desta
forma, os microrganismos sdo transferidos de um lote antigo para um novo lote, técnica
conhecida como back-slopping. Este método é frequentemente utilizado em fermentacgdes que
envolvem culturas iniciadoras indefinidas e garante alta carga inicial de microrganismos bem
adaptados ao substrato, acelerando o processo de producdo e melhorando a reprodutibilidade
(Holzapfel, 1997). A adicdo de liquido de um lote anterior também estabelece um ambiente que
limita o risco de crescimento de patdgenos e microrganismos indesejados, especialmente se o
pH estiver abaixo de 4,2 (Nummer, 2013). E possivel inocular o cha apenas com a cultura
liquida fermentada, o que levard a formagdo de um novo SCOBY na superficie da bebida,
porém de forma mais lenta (May et al., 2017).

O periodo ideal para fermentacdo do Kombucha é de 7 a 12 dias, podendo estender para
um maximo de 60 dias, dependendo das praticas culturais (Watawana et al., 2015). Uma
fermentacdo prolongada resulta no desenvolvimento de um sabor acido semelhante ao vinagre
e niveis de acidez potencialmente perigosos para a saude humana (Nummer, 2013; Sievers et
al., 1995). A fermentacdo do Kombucha ¢ realizada a temperatura ambiente (28 +£3 °C), de
forma estatica. A temperatura pode estimular ou inibir seletivamente o crescimento de grupos
especificos de microrganismos na cultura (Villarreal-Soto et al., 2018). Temperaturas de
fermentacdo mais altas estdo associadas a um consumo de sacarose mais rapido e taxas de
producdo mais altas de acidos e outros metabolitos de fermentacdo (Loncar et al., 2006). A
sacarose € usada como a principal fonte de carbono em uma concentracdo de 5 a 10% (p/v),
favorecendo o desenvolvimento dos microrganismos. Altas concentracfes de sacarose (acima
de 100 g/L) podem dificultar o crescimento de microrganismos durante a fermentagdo e
demonstraram resultar em menores rendimentos de celulose e diminuicdo do pH menos
pronunciada em comparacao com concentrac6es moderadas de sacarose, provavelmente devido
a pressdo osmotica (Goh et al., 2012). Varios estudos exploraram agentes adocantes
alternativos, como mel, agcicar mascavo e melaco (Malbasa et al., 2008, Watawana et al., 2015).
Deve-se notar que a adicdo de mel pode influenciar a composi¢cdo microbiana do SCOBY,
reduzindo bactérias do acido acético e introduzindo novas leveduras (Reva et al., 2015). A
natureza antimicrobiana do mel depende de varios fatores que atuam de forma singular ou
sinérgica, sendo os mais salientes o peroxido de hidrogénio, compostos fenolicos, pH do mel e
pressdo osmotica exercida pelo mel, e as diferentes concentracfes desses componentes em

diferentes méis resultam em seus efeitos antimicrobianos variados (Mandal & Mandal, 2011).
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Molan & Cooper (2000) relataram que a diferenca na poténcia antimicrobiana entre diferentes
méis pode ser mais de 100 vezes, dependendo de sua fonte geografica, sazonal e boténica, bem
como das condic¢es de colheita, processamento e armazenamento.

Durante a fermentacdo, o0 Kombucha é dividida em duas fases (Figura 2): (1) biofilme
de celulose flutuando na superficie da bebida (SCOBY), formado da atividade de certas
espécies de bactérias do acido acético e (2) cha fermentado, levemente 4cido e gaseificado
(Laureys et al., 2020). Os principais acidos organicos produzidos no processo fermentativo séo:
acetico, gluconico, tartarico, malico e em menor proporcdo acido citrico. Todos esses acidos
sdo responsaveis pelo sabor azedo caracteristico, 0 que prové grande aceitagdo entre 0s

consumidores desta bebida (Jayabalan et al., 2007).

Figura 2: Frasco de fermentacdo contendo as diferentes fases de Kombucha tradicional de Camellia
sinensis.

Novo SCOBY

SCOBY “mae”

Cha verde
fermentado

Fonte: Do autor (2024).

O processo fermentativo esta resumido na Figura 3. Durante a fermentacao, as leveduras
hidrolisam a sacarose em glicose e frutose pela enzima invertase e produzem etanol. Bactérias
do &cido acético utilizam a glicose e etanol para produzir acido glucdnico e acido acético,

respectivamente. A glicose também se transforma em &cido glucurdnico por oxidacdo na



21

posicdo C-6 de sua molécula, principal agente terapéutico entre os principais constituintes da
Kombucha (Laureys et al., 2020). O tempo de fermentagdo, o tipo de matéria-prima e a
microbiota nativa do SCOBY sdo os fatores dependentes responsaveis pela formacao de

metabolitos funcionais durante a fermentacdo (Dutta & Paul, 2019).

Figura 3: Resumo do processo fermentativo do Kombucha.

r
N
é SACAROSE
]
= Invertase
= (EC 3.2.1.26)
> Glicolise
E GLICOSE <):> FRUTOSE —) ETANOL
\_ ] ] ] J
4 )
< Glicoquinase < Oxidagio no G1 < Oxidacao
GLICOSE-6- el 1)]0) el 1)]0)
o @) FOSFATO GLUCONICO ACETICO
= @)
0 ; @ Fosfoglicomutase @ Oxidacio no G-6
<8 : f —
z S GLICOSE-1- ACIDO GLEGZ:NDA.
= g FOSFATO (€3910[010):30)) (e[0) miceorganisimos;
5 a Pirofosforilase Aglcares utilizados
< 6 Uridina Difosfoglicose durante a fermentagao;
==} \< Principais produtos
UDP-GLICOSE |:> CELULOSE gerados ap0s
L Celulose Sintase \____fermentagdo. J )

Fonte: Do autor (2024).

Apds a fermentacdo, o liquido é filtrado, despejado em uma garrafa lacrada e refrigerado
até o consumo. O liquido fermentado pode ser utilizado como base para uma segunda
fermentacdo opcional como etapa de saborizacdo. Nesta etapa, é adicionado sucos, extratos ou
até pedacos inteiros de frutas para fermentacdo alcodlica em condi¢des anaerdbicas, o que

favorece o crescimento de leveduras e leva a uma bebida gaseificada (Crum & LaGory, 2016).

2.4. Composicao Fisico-Quimica da Bebida Fermentada
Estudos relatam a presenca de diversos acidos organicos (&cido acético, glucénico,
glucurdnico, citrico, L-lactico, malico, tartarico, malbnico, oxalico, succinico, piravico);
acucares (sacarose, glucose e frutose); vitaminas (B1, Bz, Bs, B12 € C); aminoacidos, aminas
biogénicas, purinas, pigmentos, lipidios, proteinas, algumas enzimas hidroliticas, etanol,

matéria antibiotica ativa, didxido de carbono, fenol, bem como alguns polifenodis do cha,
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minerais, entre outros metabolitos de levedura e bactérias (Jayabalan et al., 2017, Vitas et al.,
2018). No entanto, a composic¢do e concentracdo destes metabdlitos diferiram em todos os
relatos. Isso se deve ao fato de que a composicdo microbiana varia de acordo com a regido
(Nguyen et al., 2015), da concentracdo de sacarose e cha (Watawana et al., 2017), do tempo de
fermentacdo (Chen & Liu, 2000) e a temperatura utilizada (Jayabalan et al., 2008). Qualquer
alteracdo nas condicdes de fermentacdo pode afetar o produto final (Villarreal-Soto et al.,
2018).

O cha de Camellia sinensis possui varios componentes, como cafeina, alcaloides,
aminoacidos, carboidratos, proteinas, clorofila, flior, aluminio, minerais e oligoelementos. As
folhas frescas desta erva possuem cerca de 25% (p/v de matéria fresca) de flavonoides (ou
catequinas), um polifenol derivado do acido cinamico. O que diferencia o cha verde do cha
preto é um processo fermentativo, onde o cha preto passa por este processo e o cha verde ndo
(Tanaka & Kouno, 2003). A composic¢do de polifendis do cha verde tende a ser semelhante das
folhas frescas, uma vez que as enzimas sdo inativadas imediatamente apds a colheita pelo
processo de secagem. Como as folhas ndo sdo fermentadas, elas permanecem na cor verde e
possuem quase todo o seu teor de polifendis. Durante o processo de fermentacdo do cha preto,
as catequinas sdo oxidadas enzimaticamente, resultando em flavondis diméricos e poliméricos,
conhecidos como “teaflavinas” e “thearubigins”, sendo compostos laranja-avermelhados e
responsaveis pela coloragdo levemente acobreada (Chan et al., 2011; Ngure et al., 2009). Por
isso mesmo, 0s chas tém uma composicdo diferente e, portanto, seu efeito na satde varia de um
para outro (Tanaka & Kouno, 2003, Valenzuela, 2004). Também ja foi relatado que o cha verde
tem melhor eficicia na fermentacdo do Kombucha em comparacdo com o cha preto (Sinir et
al., 2019).

2.5. Beneficios para Saude Humana
Os alimentos e bebidas fermentadas possuem risco reduzido de contaminacao, devido
os diversos produtos metabdlicos microbianos, como &cidos organicos, etanol e bacteriocinas,
sendo por muito tempo utilizado como um método bioldgico para preservacao destes produtos
(Marco et al., 2017). Como o Kombucha tem sido consumido em muitos paises durante muito
tempo, muitos beneficios para a satude foram descritos com base em observagdes pessoais e
depoimentos. No entanto, apenas alguns deles foram cientificamente e experimentalmente

comprovados (Chandrakala et al., 2019).
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Os beneficios a saude relatados com o consumo de Kombucha foram amplamente
referidos aos polifendis, em especial, o acido glucurdnico. O &cido glucurdnico tem despertado
grande interesse devido a sua comprovada capacidade desintoxicante. Ele pode ser convertido
em varios compostos benéficos para a saide humana, como a glucosamina, por exemplo, que
esta associada a producdo de colageno (Jayabalan et al., 2008, Nguyen et al., 2015, Liu et al.,
2017).

Além disso, acidos organicos, vitaminas, aminoacidos, antimicrobianos e varios
micronutrientes produzidos durante a fermentacdo do Kombucha também podem ter um papel
nos beneficios para a satde (Srihari & Satyanarayana, 2012). Dufresne & Farnworth (2000)
relataram efeitos benéficos de desinfeccdo sanguinea, reducdo de inflamac@es, diminuicdo de
obesidade, reducdo nos niveis de colesterol, entre outros.

Investigacdes foram feitas para entender o impacto da fermentacdo do cha com os
consadrcios microbianos e algumas de suas atividades bioldgicas, como anti-inflamatéria e
potencial anticarcinogénico, parecem ser melhoradas (Tabela 1). Outros beneficios relatados
sdo: neutralizacdo de radicais livres (Srihari & Satyanarayana, 2012, Jayabalan et al., 2014);
atividade antimicrobiana (Cetojevic-Simin et al., 2008); equilibrio de acido-alcalino (Jayabalan
et al., 2014); prevencdo e reducdo de Ulceras gastricas (Banerjee et al., 2010); prevenc¢do de
diabetes (Koh et al., 2010).

Entretanto, o consumo excessivo de Kombucha pode trazer alguns riscos para a saude
ou efeitos colaterais, como por exemplo: insuficiéncia renal, reacdo alérgica, ictericia, acidose
metabolica, intoxicacdo por chumbo de pote de ceramica, ndusea, vémito, entre outros. Estes
relatos geralmente estdo relacionados ao consumo excessivo de Kombucha altamente &cido,
potencial contaminacdo de metais pesados que foram lixiviados de recipientes ou consumo de
Kombucha por pessoas com condic@es de salde ou doencas pré-existentes. Apesar de nao haver
consenso cientifico sobre quanto de Kombucha pode ser consumido por dia, um relatério de
1995 do Centro de Controle de Doencas (Center for Disease Control report) mencionou a
recomendacdo de 118 mL de Kombucha até 3 vezes por dia, embora nenhuma recomendacédo
atual tenha sido feita (Centers for Disease & Prevention, 1995, Kapp & Sumner, 2019). A
maioria dos estudos de pesquisa que tentam provar o efeito benéfico do consumo de Kombucha
sdo estudos in vitro e alguns estudos in vivo em roedores, pequenos animais e linfécitos do
sangue periférico humano (Kapp & Sumner, 2019). Ainda faltam trabalhos cientificos
disponiveis na literatura com ensaio clinico in vivo com seres humanos (Jayabalan &
Waisundara, 2019).



Tabela 1: Atividades bioldgicas in vitro de Kombucha.

Ensaios Condicoes testadas Resultados Autores

14 dias de fermentacdo Inibicdo do crescimento de: Shigella sonnei, Escherichia coli, (Sreeramulu et al., 2000)

Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium.

Atividade 9 dias de fermentacdo Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e (Greenwalt et al., 2000)

Antimicrobiana Agrobacterium tumefaciens.

21 dias de fermentacéo Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida sake, Candida (Battikh et al., 2013)
dubliniensis e Candida albicans.

10 dias de fermentacdo 60% de inibicdo contra o radical DPPH com 0,1 mL de (Malbasaetal., 2011)
Atividade com uma cultura mista de Kombucha.
Antioxidante bactérias acéticas e

(DPPH) Saccharomyces cerevisiae
21 dias de fermentacéo 1Cs0 de 0.92 mg/mL. (Chakravorty et al., 2016)
Atividade Anti- 8 dias de fermentacéo Supressdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-alfa e I1L-6. (Vazquez-Cabral et al., 2017)
inflamatoria

14 dias de fermentacdo Efeito citotoxico de 21,5% em 786-O e 93,45% de inibigdo de (Jayabalan et al., 2011)

Potencial com subsequente  células U20S com 100 pg / mL; reduziu a motilidade celular em
otencia
] . fragmentac&o por solvente  A549.
Anticarcinogénico L.
(cloroférmio, acetato de

etilo e butanol)

Fonte: Villarreal-Morales et al. (2018).
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2.6. Outras formulagdes

Dependendo da composicdo da matéria-prima usada para fermentacdo de Kombucha,
as propriedades do produto irdo variar. A aplicacdo do SCOBY para criar produtos funcionais
com base em outras matérias-primas que ndo Camellia sinensis ainda € uma questdo em aberto.
Se o crescimento do SCOBY nao for afetado pelos constituintes e metabolitos formados, assim
como os efeitos benéficos a saude, qualquer extrato de planta misturado com a quantidade certa
de sacarose pode ser usado para preparar a bebida de Kombucha (Battikh et al., 2013). Seguindo
este raciocinio, diversos autores realizaram estudos modificando a matéria-prima para
fermentacdo de Kombucha, objetivando aumentar as propriedades funcionais da bebida final.

O mais comum é o uso do cha de Camellia sinensis com adi¢éo de algum aditivo afim
de aumentar as suas propriedades funcionais. A primeira fermentacdo de cha verde adocado
com adicdo de canela na faixa de 25 a 75% (p/v) resultou em aumento das quantidades de acidos
organicos e alta atividade antioxidante e antimicrobiana dos produtos. Essas propriedades
aumentaram & medida que a concentracdo de canela no cha foi aumentada. A forte atividade
antibacteriana de Kombuchas com canela é provavelmente causada pela presenca de
cinamaldeido e eugenol derivados da canela. Esses componentes rompem a bicamada lipidica
da membrana celular bacteriana e causam maior permeabilidade, o que leva a um extenso
vazamento de ions e compostos celulares importantes (Nuryastuti et al., 2009; Shahbazi et al.,
2018). Kombucha feito de cha preto com adicéo de 15% de suco de maca (v/v) ap6s 10 dias da
primeira fermentacdo apresentou maior teor de polifendis do que o Kombucha feito apenas com
ché, pois o suco de maca contém quantidade significativa de polifendis. O teor de alcool e acido
também foi maior no Kombucha de cha com suco de magé do que no Kombucha feito apenas
com o cha (Liamkaew et al., 2016).

O uso de outras infusbes para primeira fermentacdo também ja foi relatado na literatura.
Essawet et al. (2015) investigaram a contribuicdo de extrato de café na fermentacdo do
Kombucha e na capacidade antioxidante da bebida. O estudo mostrou que o extrato de café
contribuiu para uma fermentacdo mais rapida e todas as amostras demonstraram notavel
atividade antioxidante sobre os radicais DPPH e OH tdxicos. A fermentagéo de infusdo de café
adogado apresentou maior atividade antioxidante e maior teor de acido clorogénico e cafeico,
além de inibir a atividade da hidrolase de amido quando comparada com a infusdo nao
fermentada ao final do sétimo dia. Semelhante ao cha adogado a base de C. sinesis, 0 SCOBY
foi capaz de converter o agucar adicionado no café em acidos organicos e etanol. Portanto, o

consumo de Kombucha de café pode ser atil na manutencdo da satide e bem-estar por contribuir
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na reducdo de glicose no sangue ao retardar a digestdo de amido (Poole et al., 2017; Watawana
et al., 2015). A cafeina e compostos relacionados (teofilina e teobromina) também ja foram
relatados como estimulantes da sintese de celulose no SCOBY por bactérias (Dufresne &
Farnworth, 2000, Lon¢ar et al., 2001).

Dependendo do substrato, parte das caracteristicas sensoriais e/ou funcionais sdo
provenientes do substrato e parte do metabolismo microbiano. Bebidas obtidas a partir do soro
de soja durante seis dias de fermentacdo apresentaram sabores frutados e florais de aldeidos,
gerados como produtos da fermentacdo. Foi demonstrado que esses produtos apresentaram
maior atividade antioxidante do que o soro de soja ndo fermentado e atividade antibacteriana
contra S. aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli (Tu et al. 2019). Estudos de alguns meios
de cultivo alternativos mostraram que cha verde e cha de erva-cidreira tém efeito estimulante
para fermentacdo do Kombucha do que o cha preto, fornecendo assim o produto de fermentacéo
em um tempo menor (Greenwalt et al., 2000, Velicanski et al., 2007). Outro exemplo
interessante de um produto fermentado por SCOBY foi obtido a partir do extrato de casca de
banana. O produto foi caracterizado por um novo sabor, aroma e coloracao. (Pure & Pure 2016).

Sucos de fruta, vegetais, folhas, leite e subprodutos também ja foram utilizados como
base de fermentacédo utilizando SCOBY. A fermentacdo de sucos pasteurizados de romé, uva
vermelha, cereja e maca permitiu a obtencéo de vinagre de Kombucha (4% de &cido acético).
Durante o processo de fermentacdo de todos os sucos, ocorreram alteracdes fisico-quimicas
semelhantes: aumento significativo da concentracdo de acidos e frutose, e diminuic¢do do pH,
teor de alcool e sacarose (Akbarirad et al., 2017). Talawat et al. (2006) obtiveram sucesso no
preparo de bebidas fermentadas com SCOBY de infusdo de amora, cha verde japonés, cha de
jasmim e cha oolong. Veli¢anski et al. (2013) utilizaram infusdo de sélvia, tomilho e hortela-
pimenta para fermentacdo de Kombucha, demonstrando que essas ervas medicinais podem ser
usadas com sucesso como o Unico substrato. O contetdo de polifendis em extrato de folhas de
goiaba fermentada por SCOBY aumentou com o tempo de fermentacdo e diversos novos
produtos foram formados, resultando em uma bebida com composi¢do completamente diferente

da ndo fermentada (Moreno-Jimenez et al., 2018).

2.7. SCOBY
O SCOBY é resultado da producdo de celulose pela bactéria do acido aceético
Komagataeibacter xylinum (anteriormente classificada como Acetobacter xylinum e

reclassificada como Gluconacetobacter xylinus) durante a fermentacdo do Kombucha (Marsh
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et al., 2014, Jayabalan & Waisundara, 2019). O resultado dessa producdo aparece como uma
membrana fina na superficie do caldo de ch4, onde a massa celular de bactérias e leveduras é
fixada ao emaranhado de nanofibras de celulose composto de monémeros de beta-D-glicose
unidos por ligacdo beta 1,4-glicosidica. A celulose produzida por K. xylinum tem caracteristica
Unica em termos de estabilidade quimica, estrutura molecular e resisténcia mecénica (Czaja et
al., 2006). Pesquisadores por todo mundo tem utilizado SCOBY seco como um biossorvente
para remocdo de poluentes metélicos de aguas residuarias (Mamisahebei et al., 2007,
Razmovski & S¢iban, 2008, Murugesan et al., 2009).

Devido ao pH naturalmente baixo da bebida, combinado com a producéo de metabdlitos
antimicrobianos e a competicao por nutrientes pelas bactérias e leveduras presentes no meio, 0
risco de contaminacdo no Kombucha é minimo (Marsh et al., 2014, Vitas et al., 2018). Mais
importante ainda, os acidos produzidos durante a fermentacdo protegem a colénia simbiotica
presente no SCOBY da contamina¢do com microrganismos indesejados que, essencialmente,
néo fazem parte do Kombucha (Sreeramulu et al., 2000). Cada fermentacgéo leva a formacao de
uma nova camada de celulose, que pode ser utilizada como cultura iniciadora para uma nova
fermentacao (Laureys et al., 2020).

A composi¢do microbiolégica do SCOBY é principalmente por bactérias do &cido
acético (BAA: Acetobacter pasteurianus, A. xylinum, A. xylinoides, A. peroxydans,
Gluconobacter oxidans, G. europaeus, G. saccharivorans) e leveduras (Saccharomyce
cerevisiae, S. ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, Kloeckera apiculata, Schizosaccharomyces
pombe, Brettanomyces bruxellensis, B. lambicus, B. custersii, Torulaspora delbrueckii,
Candida stellata, C. stellimalicola, C. tropicalis, C. parapsilosis, Lachancea thermotolerans,
Torulopsis spp., Pichia mexicana, Eremothecium cymbalariae, Kluyveromyces marxianus,
Meyerozyma caribbica, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania telluris, Starmera amethionina)
(Teoh et al., 2004, Malbasa et al., 2011, Chakravorty et al., 2016, Coton et al., 2017). Bactérias
lacticas (BAL; Lactobacillus sp., Lactococcus sp., L. plantarum, Streptococcus thermophilus,
S. bovis, S. lutetiensis, Brevibacterium sp.) também foram isoladas de Kombucha (Marsh et al.,
2014, Ayed et al., 2017, Coton et al., 2017).

Essa comunidade microbiana pode variar entre diferentes fermentacdes de Kombucha
em todo o mundo, dependendo da fonte do indculo usado (Malbasa et al., 2011). Geralmente
essa identificacdo tem sido baseada em microrganismos cultivaveis (Dutta & Gachhui, 2006,
2007). Apenas recentemente, outros estudos tém realizado analises baseadas em sequéncias de

nucleotideos para identificacdo das populacdes de bactérias e leveduras da Kombucha



28

(Chakravorty et al., 2016). Marsh et al. (2014) identificaram 0os microrganismos presentes em
cinco SCOBY e chas fermentados obtidos de pontos comerciais do Canada, Reino Unido,
Estados Unidos e Irlanda usando a técnica baseada no sequenciamento de nova geracdo. Neste
estudo, Gluconacetobacter foi o principal género encontrado (> 85%), seguido por espécies de
Lactobacillus. Espécies de Zygosaccharomyces dominaram a populacgdo de leveduras (> 95%)
tanto cha, quanto no SCOBY.

A celulose bacteriana (CB) presente no SCOBY pode ser produzida por bactérias gram-
negativas e gram-positivas, como Aerobacter sp., Agrobacterium sp., Achromobacter sp.,
Azotobacter sp., Rhizobium sp., Sarcina sp., Salmonella sp., Pseudomonas sp. e
Gluconacetobacter sp. Bactérias do género Komagataeibacter (familia Acetobacteraceae) sao
geralmente utilizadas para a producdo industrial de CB, especialmente K. xylinus
(anteriormente Gluconacetobacter xylinus) (Mohammadkazemi et al., 2015, Villarreal-Morales
etal., 2018).

A CB pode ser utilizada com sucesso de diferentes formas na inddstria como por
exemplo, na industria alimenticia como estabilizador de emulsdo, espessante e fonte de fibra
dietética na dieta. A CB possui maior atividade na reducdo de triglicerideos séricos e colesterol
total, bem como lipideos e colesterol no figado em comparacéo a celulose vegetal, podendo ser
usado como um ingrediente alimentar promissor de baixa caloria para diferentes aplicacfes
(Chau et al. 2008). Além disso, pode ser utilizado na indUstria cosmética como mascara facial,
esfoliante, formulacdo de limpeza e, por sua biocompatibilidade, permeabilidade a liquidos e
gases e transparéncia, como material para lentes de contato. Seu uso também € aplicado na
medicina. A CB ja € usada com sucesso como material para curativos de feridas, tratamentos
de queimaduras e como sistemas de liberagdo de drogas. Testes em animais mostraram a
possibilidade de usar BC como implantes cardiovasculares (Kotaczkowska et al. 2019). Outra
aplicacdo na medicina seria seu uso como vasos sanguineos artificiais, cartilagem, 0ssos, pele
e como suporte de cicatrizacdo de feridas para a membrana timpéanica (Cacicedo et al. 2016; de
Oliveira Barud et al. 2016).
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3. JUSTIFICATIVA

A kombucha vem ganhando cada vez mais espaco no mercado global de bebidas
funcionais, impulsionado pela crescente demanda por produtos que oferecam beneficios a saude
e bem-estar. Atualmente, a bebida é caracterizada por uma ampla variedade de sabores, obtidos
a partir de diferentes infusbes de especiarias, ervas, frutas e extratos de flores. No entanto, a
producdo de kombucha ainda é majoritariamente baseada na fermentacdo do cha de Camellia
sinensis, e a exploracdo de novas matérias-primas, como o café, apresenta um potencial
inovador para a inddstria.

O café, sendo a segunda bebida mais consumida no mundo, possui um mercado global
em expansdo, impulsionado principalmente pelas inovacdes em bebidas a base de café e seus
atributos funcionais. A presenca de compostos bioativos no café, como a cafeina e os acidos
clorogénicos, confere a bebida propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
anticarcinogénicas, com potencial efeito terapéutico. A fermentacdo desses compostos pelo
SCOBY pode aumentar sua concentracdo e biodisponibilidade, potencializando seus efeitos
benéficos a saude.

A combinacédo da kombucha com o café apresenta um grande potencial para 0 mercado
brasileiro, que € um dos maiores produtores e consumidores de café do mundo. A crescente
demanda por bebidas funcionais e o interesse por produtos inovadores e saudaveis tornam o
kombucha de café uma alternativa atrativa para o mercado nacional.

No entanto, ainda ha lacunas no conhecimento sobre a viabilidade da substituicdo do
cha de Camellia sinensis por infusdo de café na producdo de kombucha, bem como sobre a
influéncia da concentracdo de café na fermentacdo, na composicdo microbiana, nas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da bebida, e na producdo de celulose bacteriana. A
investigacdo desses aspectos € fundamental para o desenvolvimento de um produto de
qualidade e com potencial comercial, além de contribuir para a valorizacdo de residuos

agroindustriais, como o café, e para a sustentabilidade da inddstria de alimentos e bebidas.



30

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade da substituicdo do cha de Camellia sinensis por infusdo de Coffea

arabica na producéo de kombucha, caracterizando o perfil fisico-quimico e microbioldgico da

bebida, e investigando a influéncia da concentracdo de café na fermentacdo e na producdo de

celulose bacteriana.

4.2. Objetivos Especificos

Quantificar e comparar as populagdes microbianas (bactérias do &cido acético, bactérias
do &cido latico e leveduras) presentes nas bebidas e nos SCOBYs de kombuchas
fermentados com diferentes concentragdes de café arabica e cha verde.

Analisar as alteracdes fisico-quimicas (pH, °Brix, acidez total, cor instrumental) e
cromatograficas (HPLC e GC-MS) que ocorrem durante a fermentacdo do kombucha
com diferentes concentragfes de café arabica e cha verde.

Avaliar a producdo, estrutura e rendimento da celulose bacteriana (SCOBY) em
kombuchas fermentados com diferentes concentracdes de café arabica e cha verde.
Investigar a presenca de compostos bioativos, como polifendis, e avaliar a atividade
antioxidante e antimicrobiana do kombucha fermentado com diferentes concentracdes
de café arabica e cha verde.

Discutir o potencial do kombucha de café arabica como uma alternativa inovadora e

promissora para a industria de bebidas fermentadas.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Kombucha

5.1.1. Obtencéo das matérias primas

A bebida foi produzida utilizando SCOBY cedidos pela empresa Companhia dos
Fermentados (ciadosfermentados.com.br), café (Prima Qualita-empresa Cooxupé, Brasil), cha
verde (Casa da Dieta Natural, Lavras, Minas Gerais, Brasil) e sacarose (Agucar Cristal Delta,

Delta® Sucroenergia S.A, Minas Gerais, Brasil).

5.1.2. Aclimatacéo das colonias (SCOBY) e preparo das infusfes

Inicialmente, os SCOBY passaram por aclimatagdo em infusdo de café. Esse processo
consistiu em realizar trés fermentacdes sucessivas do SCOBY em diferentes concentracdes de
infusdo de café ardbica e cha verde, aumentando gradualmente a concentracdo de café em cada
fermentacao (25%, 50%, 75% e 100% v/v, respectivamente).

A preparacdo do cha consistiu na adi¢do de 80 gramas de folhas secas de cha verde em
8 litros de agua filtrada previamente fervida a uma temperatura de aproximadamente 90°C,
seguido de um periodo de infusdo de 10 minutos (Sinir et al., 2019). Em seguida, a infuséo foi
filtrada utilizando um crivo estéril e resfriada até atingir a temperatura ambiente de 28°C (+
3°C). Para cada litro de &gua, 84 gramas de café moido foram coados (SCA, 2019). Ao final
das preparacOes, foi adicionada sacarose em uma concentracdo de 7% (p/v). Posteriormente,
foi adicionado 3% (p/v na base de peso imido) de fragmento da pelicula celul6sica (SCOBY)
e 10% (v/v) de starter (kombucha de cha verde e café fermentado previamente), totalizando um
litro de infusdo. A mistura resultante foi colocada em potes de vidro estéril com capacidade
para 3 litros, cobertos com pano de algoddo e vedados firmemente com auxilio de elastico. As

concentracdes de cha verde e café utilizadas para as fermentac6es estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Proporcao de ché e café utilizada para a preparacéo da bebida.

Amostra ChaVerde Café Arabica Sacarose SCOBY Starter
F100 - 100% 7% 3% 10%
F75 25% 5% 7% 3% 10%
F50 50% 50% 7% 3% 10%
F25 75% 25% 7% 3% 10%
C100 100% - 7% 3% 10%

Fonte: Do autor (2024).
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A fermentagéo foi realizada em temperatura ambiente de 28 + 3°C durante 14 dias (Goh
et al., 2012). Ao final da fermentagéo, a celulose bacteriana produzida foi pesada de acordo
com a seguinte equacdo: Peso de celulose bacteriana (g/L) = (peso total do recipiente contendo
SCOBY + infusdo) - (peso do copo pre-pesado + caldo de cha). O rendimento do SCOBY foi
calculado pela formula: Redimento (%) = peso umido SCOBY (g/L) + Concentrac¢do Inicial de
Sacarose (g/L) (Goh et al., 2012).

5.2. Anélises
As anélises fisico-quimicas, cromatograficas e microbioldgicas foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia das Fermentagdes, do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais. Microscopia eletrdnica de varredura foi
conduzida no Laboratério de Microscopia Eletrdnica e Analise Ultraestrutural, do
Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras, Minas Gerais. Todas as analises foram
realizadas em triplicata dos tempos inicial e final.

5.2.1. Analises microbioldgicas

Bacteérias do &cido acético, bactérias do &cido latico, leveduras e mesdfilas totais foram
quantificados da bebida fermentada e SCOBY. O plagueamento e contagem de colonias foi
realizado utilizando a técnica de plaqueamento em superficie. Inicialmente foi adicionado 25 g
de SCOBY macerado de cada tratamento em 225 mL de agua peptonada 0,1% (Peptona
Bacterioldgica 1 g/L), equivalendo a diluicdo 10 e posteriormente realizadas diluigGes seriadas
até 10™*. Foram feitas diluicGes diretas para as amostras liquidas. Em seguida, aliquotas de 0,1
mL da amostra foram adicionadas em placas de Petri contendo os meios Glucose Yeast Extract
(GYC: Glicose 50 g/L; Extrato de Levedura 1 g/L; Carbonato de Calcio 3 g/L; Agar 15 g/L,
adicionando 0,4% (v/v) de nistatina) para bactérias do acido acético, De Man Rogosa Sharpe
modificado (MRS: Glicose 20 g/L; Peptona de Caseina 10 g/L; Extrato de Carne 10 g/L; Extrato
de Levedura 4 g/L; Fosfato Dipotassico 2 g/L; Acetato de Sodio 5 g/L; Citrato de Triamonia 2
g/L; Sulfato de Magnésio 0,2 g/L; Sulfato de Manganés 0,05 g/L; Tween80 1,08 g/L; Agar 15
g/L; adicionando 0,4% (v/v) de nistatina) para bactérias do acido latico, Yeast Extract Peptone
Glucose modificado (YEPG: Extrato de Levedura 10 g/L; Peptona 20 g/L; Glicose 20 g/L; Agar
15 g/L; pH 3.5, adicionado 100 mg.L* de cloranfenicol) para leveduras, e Agar Nutriente (AN:
Extrato de Carne 1 g/L; Extrato de Levedura 2 g/L; Peptona 5 g/L; Cloreto de Sodio 5 g/L;

Agar 15 g/L) para microrganismos totais. Em seguida, com auxilio de alca de Drigalski o
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inoculo foi espalhado até completa absor¢do. As condigdes de incubacdo foram de 28 °C por
48 horas para YEPG e 35 °C por 72 horas para GYC, MRS e AN. As placas contendo de 30 a
300 colbnias foram selecionadas e os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC/mL). A presenca de enterobactérias na bebida foi avaliada de acordo com o
Manual de Métodos de Anélise Microbioldgica de Alimentos e Agua (da Silva et al., 2017)
seguindo as recomendac0es legislacdo brasileira (IN n® 60/2019) para cafés, chas e produtos
para infusao.

Os coliformes termotolerantes foram avaliados em meio Agar Eosin Methylene Blue —
EMB (Hidrolisado pancredtico de gelatina 10 g/L; Lactose 5 g/L; Sacarose 5 g/L; Fosfato
dipotassio 2 g/L; Agar 15 g/L; Eosina Y 0,4 g/L; Azul-de-metileno 0,065 g/L). As placas foram
incubadas a 45 °C/24 horas. As coldnias de coliformes fecais sdo pretas-azuladas podendo
apresentar brilho verde-metalico, enquanto as colénias de Salmonella sdo incolores ou cor
ambar/rosa. Caso houvesse crescimento de col6nias tipicas, seria verificado a presenca de
Salmonella sp. na bebida a partir de meios especificos de acordo com da Silva et al., 2017.

5.2.2. Analises fisico-quimicas

O pH das amostras foi verificado com pHmetro digital com eletrodo de vidro, conforme
as recomendagdes da Association Of Official Analytical Chemisty - AOAC (Horwitz, 2000). A
mensuracéo foi feita diretamente em 5 mL das amostras nos tempos inicial e final do processo
fermentativo (Malbasa et al., 2011).

O teor de compostos soluveis foi determinado pelo °Brix das bebidas em refratdbmetro
Optico (Waterhouse, 2001).

A determinacéo da acidez titulavel foi analisado pelo método volumétrico com a solugédo
padrdo de hidréxido de sddio (0,1 N) (Liamkaew et al., 2016).

5.2.3. Determinacdo de agUcares, alcoois e acidos organicos por HPLC

A concentracdo de carboidratos (glicose, frutose, sacarose), teor de etanol e &cidos
organicos (citrico, malico, succinico, latico e acético) foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme descrito por Puerari et al. (2012) nos tempos inicial
e final de fermentacdo. O sistema de cromatografia liquida Shimadzu (Shimadzu Corp., Japéo)
foi utilizado com duplo sistema de deteccao que consistiu em um detector UV-Vis (SPD 10Ai)
e um detector de indice de refracdo (RID-10Ai). A coluna de exclusdo de ions Shimadzu Shim-

pack SCR-101 H (7,9 mm 9 30 cm) foi operada a temperatura de 50 °C para acidos e alcoois e
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a 30 °C para carboidratos. Solucéo de acido perclérico com pH 2,11 foi usada como eluente a
taxa de fluxo de 0,6 mL / min. Os &cidos foram detectados por meio de absorbancia de UV (210
nm), enquanto alcoois e carboidratos foram detectados por RID. A concentragéo de carboidratos
(glicose, frutose, sacarose), acidos (acético, latico, citrico, malico, tartarico, succinico, acido
oxalico) e etanol foram quantificados com base em curvas padrdo dos compostos puros,

injetados nas mesmas condig¢des que as amostra.

5.2.4. Determinacgdo de compostos volateis por GC-MS

Os compostos volateis das bebidas produzidas foram avaliados nos tempos inicial e final
do 14° dia de fermentacdo para todos os tratamentos, em triplicata. Os compostos volateis foram
analisados com microextracdo em fase solida (SPME) e cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa (GC-MS), conforme descrito por Zhang et al. (2021) com pequenas
modificacbes. Aliquotas de 2 mL das amostras de cada tratamento foram transferidas para
frascos vials ambar de 10 mL hermeticamente fechados com septo de teflon e tampa de rosca.
A SPME foi operada a 60 °C, usando um tempo de equilibrio de 15 minutos e um tempo de
extragdo de 30 minutos sob agitacdo constante. ApOs a extracdo em fibra de 50/30 um
DVB/Carboxen/PDMS SPME (Supelco, Bellefonte, PA, EUA), a dessor¢do térmica no injetor
de GC foi realizada a 240 °C por 2 min.

As analises foram realizadas utilizando um sistema GC-MSQP2010 SE (Shimadzu)
equipado com coluna DB-WAX (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um) operado a 50 °C por 5 min,
aumentado em 3 °C/min até atingir a temperatura de 190 °C, sendo mantida por 10 min. Hélio
de alta pureza foi utilizado como géas de arraste com um fluxo constante de 1,2 mL/min. As
injecGes foram realizadas usando 0 modo sem divisdo com um tempo de inje¢do de 2 minutos.
Apdbs 3 min, os espectros de massa foram adquiridos continuamente de 45 a 1000 m/z. A
temperatura da fonte de ions de elétrons foi de 230 °C e o quadrupolo de 150 °C. Alcanos e 4-
nonanol (0,126 mg/mL) foi adicionado junto a algumas amostras para quantificacédo relativa
dos compostos. As analises dos espectros de massa foram utilizando padrdes da biblioteca Nist
2011.

5.2.5. Analise de cor instrumental

A cor instrumental das bebidas foi medida através da leitura direta da refletancia no
sistema de coordenadas retangulares CIElab, usando um colorimetro Konica Minolta®
(Modelo CR-400) calibrado de acordo com o sistema CIE (iluminante D65). O sistema CIElab
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permite a quantificacdo de trés caracteristicas da cor: luminosidade (L*), que varia de preto (L*
=0) a branco (L* = 100); a intensidade da cor vermelha (+) a verde (—) (a*); e a intensidade do
amarelo (+) a azul (—) (b*). Para avaliar a diferenca de cor total (DCT) entre os diferentes

tempos de fermentacéo, foi calculado o indice AE* seguindo a formula descrita abaixo.

AES, = J(L;_Lz )2+ (a5 _a; )2+ (b _ b: )2

A estimativa da diferenca de cor entre os tratamentos antes e depois da fermentacao
pode ser classificada como imperceptivel (0-0,5), levemente perceptivel (0,5-1,5), perceptivel
(1,5-3,0), bem visivel (3,0-6,0) ou 6timo (>6,0), dependendo do valor de AE* (Vazquez-Cabral
etal., 2016; Zou et al., 2021).

5.2.6. Compostos bioativos e avaliacdo da atividade antioxidante da bebida
5.2.6.1.  Polifendis totais

O teor total de polifendis (TPC) foi determinado por ensaio espectrofotométrico (UV-
VIS Spectrum SP-2000 UV, Biosystems) seguindo a metodologia de Fast-Blue (Medina, 2011).
Volume de 50 pL de extrato (20 uL da amostra + 1980 uL de H20), 2,5 mL de reagente Fast-
Blue (10%) e 2,0 mL de Na>COs (4% p/v) foram homogeneizados e incubados em ambiente
temperatura (25 °C), no escuro por 2 horas. A absorbancia das amostras foi medida a 750 nm.
As concentracfes de fendlicos foram calculados com base na curva padrdo de acido galico
(variando de 10 a 100 pg/mL) e expresso em miligramas de equivalentes de &cido gélico em

100 mL da amostra (mg GAE / 100 mL). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

5.2.6.2. Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelos métodos DPPH e
complexo do fosfomolibdénio por Peroxidacdo de Acidos Graxos (PCM), de acordo com a
modificacdo descrita por Prieto et al. (1999). Aliquota de 100 pL do extrato da amostra foi
misturada com 3 mL de solucdo reagente composta por acido sulfurico 1,8 M, fosfato de sodio
28 mM e molibdato de amoénio 4 mM, e os tubos foram incubados em banho-maria a 95 °C por
90 minutos. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, a absorbancia do complexo de
fosfomolibdénio foi medida a 695 nm. A quantificacdo foi realizada com base em curva padréo

de acido ascorbico, com a utilizagdo de mistura de metanol 50% e acetona 70% (1:1) como
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branco. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de &cido ascorbico (AAE) por 100

mL de amostra.

5.2.7. Avaliacao da atividade antimicrobiana da bebida

O método utilizado para determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) consistiu
na diluicdo das bebidas fermentadas em caldo Mueller-Hinton para obtencdo de diferentes
concentracdes nos pocos de microplacas. As concentracfes das bebidas fermentadas variaram
de 0,78% a 100%. Foram selecionadas quatro bactérias patogénicas e deterioradoras de
alimentos, incluindo duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli (EPEC) INCQS 00181
CDC 055 e Salmonella Enteritidis ATCC 564) e duas bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 8702 e Bacillus cereus ATCC 14579). Os indculos bacterianos foram ajustados
para populacio de 1x10® UFC/mL e diluidos 1:100 em caldo Mueller-Hinton para a
concentragio de 1x10° UFC/mL do inéculo. Em seguida, 10 pL (1x10* UFC/mL) desta
suspensdo foi inoculado em cada pogo da placa de microtitulacdo adicionada de 100 uL dos
liquidos fermentados. Foram realizados controles durante o estudo, incluindo ché e café nédo
fermentados, amostras sem a adi¢cdo de ino6culo bacteriano, bactérias sem a adicdo de bebida
fermentada e cido acético em diferentes concentracdes (variando de 0,012 a 1,5 mg/mL). As
microplacas foram incubadas em condicdes de aerobiose a 35 °C por 24 horas em estufa
bacterioldgica.

A CMI foi determinada examinando a placa e registrando a menor concentracdo da
bebida capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano. A leitura do ensaio foi
realizada por meio de método colorimétrico, adicionando-se 20 uL de corante resazurina sédica
(0,01% p/v) a todos os pogos da placa. A mudanca na cor da resazurina de azul para rosa indica
0 crescimento microbiano. Para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), 10
uL dos pogos com a menor CMI foram retirados ¢ semeados em placa de Petri com agar
Mueller-Hinton. Apds 24 horas de incubacdo a 35 °C, as placas foram lidas. A menor
concentracdo da bebida fermentada que ndo apresentar crescimento microbiano em placa sera
considerada bactericida. Por outro lado, sera considerado que a concentragdo testada apresentou
acdo bacteriostatica se 0s microrganismos apresentarem crescimento. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata (SANTURIO et al., 2007).
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5.2.8. Anélise microscopica do SCOBY

A fim de verificar a interagdo dos microrganismos nos filamentos do SCOBY dos
diferentes tratamentos foram feitas analises de Microscopia Eletronica de Varredura de Alta
Definicdo (MEV-HD). O SCOBY formado ao fim do décimo quarto dia de fermentacdo foi
cortado em fatias finas no sentido longitudinal e transversal e lavada com agua ultrapura estéril.
Os fragmentos de celulose lavados foram centrifugados a 4500 rpm durante 2 min, e 0
sobrenadante descartado. A centrifugacdo foi repetida quatro vezes para se livrar do muco
aderente.

As amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %,
paraformaldeido 2,0 % em tampdo cacodilato de sédio 0,05 M, CaCl, 0,001 M, pH 7,2) e
armazenados a 4°C por no minimo 24 horas. Apos a fixacdo, foi utilizado o protocolo padrao
para microscopia eletronica de varredura descrita por Bozzola e Russel (1999) com algumas
modificagOes. As amostras foram retiradas do fixador Karnovsky e colocadas em glicerol por
30 minutos. Posteriormente, foram efetuados cortes em nitrogénio liquido (criofatura) seguidos
por trés lavagens em agua destilada e desidratacdo em gradiente de acetona (25 %, 50 %, 75 %,
90 % uma vez e 100 % por trés vezes). Ap0s a desidratacdo, as amostras foram levadas para o
aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substituicio da acetona por CO: e
complementacdo da secagem. As amostras foram montadas em suportes de aluminio (stubs)
com fita de carbono sobre pelicula de papel de aluminio e cobertos com ouro no evaporador
Balzers SCD 050, para observacdo em microscopio eletrdnico de varredura LEO EVO 40

(Alves et al., 2013). As imagens geradas foram analisadas através do software ImageJ 1.5.

5.2.9. Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
e as variaveis foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott, com p <0,05 de significancia, utilizando-se o software de estatistica Sisvar
5.8 (Ferreira, 2014).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Caracterizagdo microbioldgica

A populacdo de bactérias do acido acético nas amostras das bebidas F100 e F75 foi
significativamente menor em comparacdo com as amostras F25, F50 (p < 0,05). O tratamento
controle (C100), com 100% de ch& verde, apresentou maior nimero de bactérias do acido
acético (8,4 log UFC/mL), diminuindo proporcionalmente ao aumento das concentragdes de
café ao longo dos tratamentos. Concomitantemente, a populacdo de bactérias do acido latico
foi maior (7,5 log UFC/mL) nos tratamentos com maior concentracdo de café (F100 e F75).
Além disso, as amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para populacéo de
leveduras entre as bebidas (Tabela 3).

Tabela 3: Populagdo de bactérias e leveduras presente em bebida Kombucha e SCOBY apds 14 dias de
fermentacéo.

Populagéo de F100 F75 F50 F25 C100
Microrganismos

(log UFC/mL) Bebida SCOBY Bebida SCOBY Bebida SCOBY Bebida SCOBY Bebida SCOBY

Bactérias do

Acido Acético  50aA  7,0b0B  53aA  6,8aB 6,5aB 7,1bB  7,4bB 8,1cC 8,4cC 8,3cC
(GYC)

Bactérias do

Acido Latico 7,5cB 8,2cC 7,5cB 72bB  55bA  7,1bB  51aA  7,2bB  50aA  6,9aB
(MRS)

Leveduras

(YEPG)

Microrganismos

6,9bB 6,5aA 7,0bB 6,5aA 7,1aB 6,6aA 7,3bB 6,6aA 7,4bB 6,8aB

Mesdfilos Totais  7,0bB 7,0bB 6,2aA 5,2aA 6,8aB 6,8aB 8,4cC 8,4dC 8,4cC 8,5cC
(AN)
Enterobactérias

ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(EMB)

CV (%) = 10,6; Contagem SCOBY: CV (%) = 6,8; ND = ndo detectado. Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo comparadas letras mintsculas em colunas
e maiusculas em linhas.

Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% cha verde; CV = coeficiente de variacdo.
Fonte: Do autor (2024).

Este resultado pode indicar que a presenca de cafeina e outros componentes do café
tenha promovido a proliferacdo de bactérias do &cido latico, em detrimento de outras, como as
bactérias acido acéticas. A cafeina, por exemplo, € conhecida por ter propriedades

antimicrobianas e pode ter inibido o crescimento de algumas BAA, enquanto os &cidos
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clorogénicos podem ter fornecido substrato preferencial para as BAL. Essa hipotese é
corroborada por estudos como o de Tran et al. (2020), que demonstraram que a composicao do
substrato pode influenciar significativamente a comunidade microbiana do kombucha. Além
disso, Mo & Liu (2021) relataram que a cafeina pode atuar como um promotor do crescimento
de certas BAL. Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk (2020) sugerem que as BAL podem
inibir o crescimento de BAA por meio de competi¢do. Utoiu et al. (2018) ap6s fermentar
Kombucha de cha verde com adicéo de polen multifloral por 30 dias, observaram que ocorreu
a bebida apresentou aumento na contagem de BAL e diminui¢cdo de BAA, corroborando com
os resultados observados no presente estudo.

Coton et al. (2017) relataram que as espéecies Oenococcus oeni e Lactobacillus nageli
foram mais abundantes do que AAB em meio liquido durante as fermentacdes de cha verde.
Além disso, foi comprovado que a inoculacdo de espécies de Lactobacillus pode aumentar as
propriedades antioxidantes e antimicrobianas do chd Kombucha, aumentando a producéo de
acido latico e acido glucurénico (Cvetkovic et al., 2019; Nguyen et al., 2015). Cardoso et al.
(2020) também observaram altas contagens de bactérias lacticas, proximo a 10 UFC/mL, em
Kombuchas de cha verde e cha preto apos fermentacdo a 25 °C por 10 dias. BAL provenientes
de Kombucha podem ser considerados potencialmente probidticos porque atendem a maioria
dos critérios, como: alta toleréncia a sais biliares e capacidade de sobreviver no intestino
humano (Bogdan et al., 2018). Embora os cafés fermentados por SCOBY nédo possam ser
rotulados como cafés probidticos (Hill et al., 2014), pesquisas com adi¢do de cepas probidticas
para fermentacdo de café vem sendo realizadas (Chan et al, 2020, 2021). Com isso,
investigacdes acerca do potencial probidtico das cepas de BAL isoladas do proprio Kombucha
de café se fazem viaveis.

A populacdo de leveduras variou entre 6,5 e 7,4 log UFC/mL, com aumento
significativo para a bebida, em comparacdo ao SCOBY, para os tratamentos F75 e F100. As
leveduras fermentam em anaerobiose, e por consequéncia, se encontram em maior quantidade
na parte liquida onde a disponibilidade de oxigénio é menor. As leveduras mais prevalentes em
Kombucha de Camellia sinensis, Zygosaccharomyces spp., Brettanomyces spp. e
Saccharomyces spp., sdo todas fermentativas, o que significa que podem crescer
anaerobicamente e produzir etanol (Freer, 2002). Marsh et al. (2014) encontraram leveduras
cultivaveis tanto no SCOBY quanto no liquido com os mesmos géneros e em populacdes

semelhantes.



40

As leveduras desempenham papel importante durante a fermentacdo do Kombucha
porque sdo conhecidas por serem as responsaveis pela producdo da invertase (EC 3.2.1.26),
enzima que hidrolisa a sacarose em glicose e frutose. Esses produtos podem ser usados por um
grande espectro de microrganismos durante a fermentacdo do Kombucha (Sievers et al., 1995).
E possivel que os compostos presentes no café tenham estimulado a atividade e o crescimento
das leveduras, resultando em maior producdo de invertase e, consequentemente, maior
disponibilidade de agucares simples para o crescimento de ambos 0s grupos microbianos. Em
geral, a diversidade de leveduras é considerada maior do que a diversidade bacteriana em
culturas de Kombucha e contribuem para o desenvolvimento do aroma pela producdo de
compostos aromaticos como ésteres (Teoh et al., 2004).

A adicdo de 10% de starter transfere altas concentracGes de microrganismos da cultura
antiga para valores proximos a concentracdo final, neste caso 5 a 8 log.UFC/mL para cada
grupo. O grupo de microrganismos mesofilos totais apresentou maior crescimento populacional
nos tratamentos F25 e C100, chegando a 8,5 log UFC/mL no SCOBY do tratamento com 100%
de cha verde. N&o houve diferenca significativa entre bebida e SCOBY para este grupo de
microrganismos. Zhao et al. (2018) mostrou contagens de bactérias mesofilas (6,93x%10°
UFC/mL) e leveduras (7,52x10° UFC/mL) proximas ao encontrado neste estudo apos
fermentacdo de cha vermelho a 28 °C durante 10 dias. A biodiversidade microbiana do SCOBY,
e consequentemente da bebida, varia dependendo de dois fatores principais: (1) condic¢des
geograficas e climaticas da regido de sua origem: tipos de leveduras e bactérias selvagens que
ocorrem localmente; (2) condi¢bes de fermentacdo: temperatura, tempo de fermentacéo,
quantidade de sacarose, tipo de substrato (De Filippis et al., 2018). Nao houve crescimento de
coliformes termotolerantes nas amostras. Os diferentes morfotipos celulares estéo apresentados

na Tabela 4.
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Tabela 4: Caracteristicas macroscépicas das colbnias isoladas de SCOBY em diferentes meios de

cultivo.
Morfotipos Meio Forma  Elevacdo Borda Superficie Cor Brilho Tamanho Observagoes
M1 YEPG Circular Convexa  Lobada Lisa Branca Opaca Médio
M2 YEPG Circular  Convexa Inteira Lisa Branca Opaca  Pequeno
M3 YEPG Circular  Convexa Inteira Lisa Branca Brilhosa  Grande
M4 YEPG Irregular  Convexa Lobada Rugosa Branca Opaca Grande
M5 MRS Circular Convexa Denteada  Rugosa Branca Brilhosa  Pequeno Pozgonk:;?gco
M6 MRS  Circular Lenticular  Inteira Lisa TranslGcida Brilhosa ~ Médio
. . Ponto b
M7 MRS Circular Convexa Denteada  Rugosa Branca Brilhosa  Grande 0:Oom:200
M8 MRS  Circular Pulvinada Inteira Lisa Branca Opaca  Pequeno
. . Ih
M9 MRS  Irregular Umbonada Lobada Lisa Branca Brilhosa  Grande S‘e‘me af‘t‘f,a
ovo frito
M10 MRS  Circular  Convexa Inteira Lisa Translicida Brilhosa ~ Médio
. . . . . Halo
M11 GYC Circular Pulvinada Inteira Lisa Branca Brilhosa  Pequeno ..
translicido
. . - . Halo
M12 GYC Circular Convexa  Lobada Lisa Translucida Brilhosa  Pequeno ..
translicido
M13 AN  Circular  Convexa Inteira Lisa Branca Brilhosa Pequeno

6.2. Dinamica da fermentacéo

Fonte: Do autor (2024).

Valores de pH e concentracdo de °Brix do tempo inicial e final e a acidez Titulavel do

tempo final da fermentacdo estdo na Tabela 5. A adi¢do de 10% de starter causou a diminui¢éo

do pH inicial em todos os tratamentos, o que pode ser observado quando comparado ao café e

cha sem adicdo da cultura iniciadora (infusdes controle). Apds a fermentacdo, o pH final das

bebidas diminuiu ainda mais, variando de 3,4 a 4,0 entre os tratamentos, valores considerados

ideais para o consumo do Kombucha (Jayabalan et al., 2014; Roussin, 1996). A diminuicao do

pH proporciona ambiente acido favoravel ao crescimento de microrganismos acidofilos além

de aumentar a seguranca da bebida, pois inibe o crescimento da maioria dos microrganismos

patogénicos, sensiveis a esta faixa de pH (Nummer, 2013, Dutta & Paul, 2019).
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Tabela 5: Parametros fisico-quimicos gerados pela fermentacdo em bebida Kombucha produzida a
partir de diferentes concentracdes de café e cha nos tempos inicial e final da fermentacao.

Fisico- F100 F75 F50 F25 C100
Cha Cafe
quimica Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
pH 59e 50d 47 4.0c 47d 4.0c 4,7d 3.9¢ 4.7d 3.6b 4.6d 34a
“Brix 70c 75d 7.5d 6.5¢c 7.3¢ 5,3b 7.1c 5.0a 7.0¢c 5.4b 7.0c 5.0a
Acidez
0.35a - 0.38a - 0.41b - 0.44c - 0.45¢

Titulavel (%)

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05), sendo
comparadas em linha.
Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% chéa verde; C100 = 100% ché verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.

Fonte: Do autor (2024).

O menor valor de pH foi observado no tratamento contendo 100% de cha verde (3,4),
seguido do tratamento com 25% de café arabica + 75% de cha verde (3,6), sendo influenciada
pela populacdo microbiana. Os tratamentos com 100, 75 e 50% de café, ndo apresentaram
diferenca significativa nos valores finais de pH (4,0, 4,0 e 3,9 respectivamente). Watawana et
al. (2015) ao fermentar infusdo de café (moido e instantaneo) por 7 dias encontraram valores
similares ao deste trabalho, onde houve a diminuicdo do pH de 5,0 para 4,1. Este
comportamento era esperado devido a producdo de diferentes acidos organicos inerentes ao
processo fermentativo e caracteristico do metabolismo do consércio de bactérias do acido
acetico, bactérias do acido latico e leveduras (Watawana et al., 2015).

A diminuicdo do °Brix de 7,0+0,5 para 5,0+0,9 entre todos os tratamentos mostra que
houve o consumo de aglcares durante a fermentagdo. O teor de acidez total titulavel (ATT)
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, variando entre 0,35 e 0,45% (Tabela 5).
Cardoso et al. (2020) encontraram valores similares ao verificar a acidez total titulavel entre
Kombuchas de ch& verde (0,36%) e cha preto (0,32%). Essa diferenca, assim como o pH,
provavelmente foi causada pela predominancia de diferentes espécies de bactéerias do &cido
acetico e acido latico entre os tratamentos, e consequentemente, na variacdo de producdo de
acidos organicos (Coton et al., 2017). O pH de Kombucha fermentado de maneira ideal (em
termos de sabor) deve estar entre 3,0 e 4,0 enquanto um ATT de ~0,4% produzem uma bebida

tradicional de Kombucha de alto valor sensorial (Jayabalan et al., 2014; Roussin, 1996;
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Greenwalt et al., 2000). De acordo com a Instrugdo Normativa n® 41 de 17 de setembro de 2019,
para ser considerada segura, 0 pH da Kombucha deveré apresentar valores entre 2,5 e 4,2 sendo
teores minimo e maximo, respectivamente. Com base nas recomendacdes do FDA Food Code
Model, pH=<4,2 ¢ considerado o limite critico e, se o pH ndo atingir esse valor em 7 dias, a
cultura é considerada contaminada e deve ser descartada. Presumindo que um valor de pH seja
inferior a 2,5, recomenda-se a adi¢ao de cha fresco para atingir niveis adequados para consumo
(Nummer, 2013, de Miranda et al., 2022). Isso evidencia que o processo fermentativo em
Kombucha a base de café arabica ocorreu adequadamente e similar com os parametros fisico-
quimicos da bebida tradicional.

Os resultados da composi¢do quimica da fermentacdo das cinco Kombuchas nos tempos
inicial e final estdo na Tabela 6. Algumas caracteristicas similares podem ser observadas entre
os tratamentos: (1) houve o consumo de sacarose e aumento de frutose e glicose residuais entre
todos os tratamentos; (2) a concentragdo de alcool residual estava dentro do limite da legislacdo
IN (0,5 % v/v) (variou entre 0,05 ¢ 0,09% v/v), e; (3) concentragdes de acido citrico, acido
latico e acido acético apresentaram concentracGes diferentes dependentes dos teores de cha

verde e café. Glicerol e metanol ndo foram identificados em nenhuma amostra.

Tabela 6: Carboidratos, alcoois e acidos organicos (g/L) presente na bebida Kombucha nos tempos
inicial e ap6s 14 dias de fermentagdo.

F100 F75 F50 F25 C100

Cha Café
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Sacarose 63,72c¢  60,78¢c 61,36c 3841b 6195¢c 9.92a 62,02¢ 992a 62,58c 2048a 5830c 18,5%a
Glicose 1.57¢ 122b  06la 124b 043a 049 039a 0,582 0,6la 0,72a  0,56a 0,66a
Frutose 1.42a 1.42a 0.62a 1,17a 0.42a 0.47a 0,35a 0,6la 0,66a 0,74a 0,57a 0,72a
Etanol 0,07a 0,02a  0,35b ND 021b  091b  0,10b 046b 021b 0,77b  0,23b 0,93b
Acido Citrico 0,63a 282d 238 137¢ 2,73d 1.5lc  1.88¢ 065b 123¢ 034a  0)53a 0,35a
Acido Milico 0,88a 270b 153a 067a 098 083a 126a 0,74a 1,13a 040a 093a 0,34a
Acido Succinico 0,37¢ 0,06a 0,07a 025b 0,12b 005a 017b  0,10b 024c  0,12b  0,25¢ 0,11b
Acido Latico 1.44b 0,86a  0.82a 293d 0J36a 266c 023a 232¢c 059 154b  0,56a 1,77b
Acido Acético 0,10a 0,152 023a 166b 01l15a 193b 0,16a 180b 014a 266b  0,16a 3,66¢

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas em linha.
Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% ché verde; C100 = 100% ché verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.

Fonte: Do autor (2024).
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O consumo de sacarose durante o processo fermentativo foi diferente entre as
Kombuchas. Os tratamentos com 50 e 75% de café apresentaram a menor concentracdo de
sacarose (9,9 g/L) ao final da fermentacao, sequido do tratamento com 100% de ché verde (18,6
g/L). Este consumo pode estar associado a producdo de celulose bacteriana, visto que estes
tratamentos apresentaram maior rendimento no peso de SCOBY (sessdo 6.4 — Tabela 11).

Houve aumento de 13,9 a 103,3% para glicose e 11,9 a 88,7%, para frutose ao final da
fermentacao. 1sso mostra que ao passo que a sacarose estava sendo hidrolisada em glicose e
frutose, parte desses acUcares estavam sendo consumidos durante a fermentacdo para o
crescimento populacional e conversdo em etanol e &cidos organicos ou utilizados na biossintese
de celulose e outros metabdlitos secundarios (Jayabalan et al., 2014). As leveduras sao
essenciais durante a fermentacdo do Kombucha, pois produzem a enzima invertase responsavel
pela hidrolise de sacarose em glicose e frutose, que podem ser usados por um grande espectro
de microrganismos presentes na bebida e SCOBY (Yildiz et al., 2020). As bactérias do &cido
acético utilizam a glicose para produzir celulose e &cido glucdnico, e oxidam o etanol gerado
durante a glicélise em 4acido acético, principal &cido organico do Kombucha (Srihari &
Satyanarayana, 2012).

Os é&cidos acético e latico foram os principais acidos produzidos em todos os
tratamentos, com concentracdo méaxima de &cido acético (3,66 g/L) no C100, com 100% de cha
verde e concentracdo maxima de &cido latico (2,93 g/L) no F100, com 100% de café arabica.
Essa maior concentracdo de &cido acético no tratamento com ché verde provavelmente foi o
responsavel pela maior acidez em relacdo aos outros tratamentos. A diferenca nos teores de
acido aceético e acido latico é consistente com a diferenca nas contagens de bactérias acido
acético e acido latico entre as diferentes formulacoes.

Foram observadas diferentes concentracdes para 0s outros acidos organicos testados
entre os tratamentos e nos diferentes tempos. O acido citrico apresentou diminui¢do da sua
concentracdo ao final da fermentacdo. Essa tendéncia também foi observada para o acido
malico, apesar de ndo ter apresentado diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos nos
diferentes tempos. O &cido succinico foi 0 que apresentou menor concentracdo (entre 0,06 e
0,37 g/L) e houve bastante variagdo entre os tratamentos e tempos inicial e final. VVariagdes nos
teores de carboidratos e acidos entre as Kombuchas produzidas a partir de diferentes infusdes
também foram observadas em outros estudos (Jayabalan et al., 2007; Kallel et al., 2012). Por
exemplo, Cardoso et al. (2020) encontraram diferentes concentragdes no teor de sacarose e

acido glucurdnico na composic¢do quimica entre Kombuchas de cha verde (19,29 g/L e 1,17
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g/L, respectivamente) e cha preto (34,97 g/L e 0,47 g/L, respectivamente) fermentadas durante
10 dias & 25 °C. O &cido aceético foi o principal acido produzido em ambos os Kombucha, com
concentracdo préxima a 3 g/L, seguido do &cido latico, com teor de 0,015 e 0,02 g/L para
Kombucha de cha verde e preto, respectivamente.

Ao todo, 111 compostos volateis foram identificados no GC-MS, sendo 1 &cido, 29
alcoois, 13 aldeidos, 22 cetonas, nove ésteres e 37 outros grupos de compostos, como amina,
fenol, éter e hidrocarbonetos (Tabela 7). A maioria destes compostos foram provenientes da
infusdo de café. O aroma caracteristico do café é derivado de mais de 1000 compostos volateis,
como pirazinas, furanos, aldeidos, cetonas e pirrois, que interagem entre si para conferir aromas
de nozes, torrados e sulfurosos (Cordoba et al., 2020).

A composicao e concentracdo de compostos volateis em Kombucha mudaram ao longo
da fermentacdo. Novos compostos foram formados ap6s a fermentacdo em todos os
tratamentos, como palmitato de etila, laurato de etila e octanoato de etila, que conferem aroma
frutado a bebida. Alguns élcoois formados estavam presente em todos os tratamentos, como
terpineol, lilanool e nonanol, sdo responsaveis por aromas floral, lavanda, limao, fresco, mental,
améndoas, caramelo e lavanda, contribuindo para a percepcdo sensorial da bebida. Isso pode
ser devido a agdo de enzimas microbianas que levam a degradacéao de polifen6is complexos em
moléculas mais simples, resultando em um aumento da atividade antioxidante da bebida em
relagdo ao cha ndo fermentado.

A hidrolise de polifendis durante a fermentacdo € provavelmente causada pela tanase,
enzima produzida extracelularmente por leveduras e bactérias (Emiljanowicz & Malinowska-
Panczyk, 2020). Como resultado da atividade da tanase, epigalocatequina, acido galico e glicose
sdo liberados dos epigalocatequina galato, ésteres de &cido galico e epicatequina galato. Os
produtos desta reacdo enzimatica possuem maior capacidade antioxidante do que os compostos
ndo hidrolisados (Baik et al., 2015, de las Rivas et al., 2019). Chan et al. (2021) fermentando
cafés com lactobacilos probioticos e leveduras, observaram perdas nos aromas enddgenos do
café. Por exemplo, os niveis de furanos, pirazinas, piridinas e pirr6is diminuiram apos
fermentagdo com S. boulardii CNCM-1745 e L. rhamnosus GG. Os niveis de furfural e 5-
metilfurfural também diminuiram drasticamente apds a fermentagdo com L. acidophilus
NCFM, L. gasseri LAC-343 e L. fermentum PCC isolados ou co-cultivados com S. boulardii
CNCM-1745 (Chan et al., 2021). As perdas mencionadas nos volateis enddgenos do café podem
diminuir a intensidade do aroma na bebida final (Chan & Liu, 2022), embora estudos sensoriais

confirmatérios ainda ndo tenham sido realizados.
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Similar ao encontrado neste trabalho, Zhang et al. (2021) concluiram que Kombuchas
produzidas a partir diferentes infusdes (cha preto, chd verde, chd branco, crisantemo,
madressilva e hortela fresca) retém compostos volateis caracteristicos de seus respectivos
substratos, enquanto, &cidos, alcoois e esteres sdo produzidos durante o processo de
fermentac&o, contribuindo para um aroma reconhecivel de Kombucha. Os autores também
verificaram que todos os compostos aumentaram em concentragcdo ao longo dos 13 dias de

fermentacao.
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Tabela 7: Area dos compostos volateis encontrados por GC-MS nos tempos inicial e final de fermentacdo em Kombuchas de café arabica e cha verde.

(Continua)
COMPOSTOS (area) Vcé?ge Café F100-1 F75-1 F50-1 F25-1 C100-1  F100-F F75-F F50-F F25-F C100-F
Alcoois
-alpha.-Methyl- alpha.-[4-methy]-3- 26258  ND ND ND ND ND ND 107,484 59559 33342  ND ND
pentenyl]oxiranemethanol
.alpha.-Terpineol 91,084 ND ND ND 83,199 111,917 120,216 ND 56,049 71,391 200,433 368,852
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, (E)- 18,06 ND ND ND ND 22,189 15,349 ND 23,283 29,862 72,613 116,972
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 155,668 58,948 64,611 94,275 147,558 155,975 310,307 51,261 49,469 41,323 289,447 556,681
1-Decanol ND 5,702 11,548 19,942 26,015 37,162 36,003 49,714 38,821 63,577 164,933 233,278
1-Dodecanol 50,445 49,945 41,925 47,789 67,267 100,527 42,999 63,997 74,852 68081 154,811 287,317
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
trimethyl-4-methylene-, [1ar- 21,467 ND ND ND ND 19,033 12,272 ND ND ND 10,397 20,362
(la.alpha.,4a.alpha.,7.beta.,7a.beta.,7b.alpha.)]-
1-Hexanol, 2-ethyl- 95,657 ND ND ND ND ND 389,034 ND ND ND 104,123 116,046
1-Nonanol 15,446 ND ND 27,984 ND 37,708 56,481 ND 17,625 17,345 21,669 ND
1-Octanol 92,982 ND ND ND 46,3 72,236 132,95 ND 22,818 20,969 63,357 57,287
2,4-Heptadienal, (E,E)- 216,515 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2,4-Pentadien-1-ol, 3-ethyl-, (22)- ND ND ND ND ND ND 25,256 ND ND ND ND ND
2,6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-trimethyl- ND ND ND ND 8,955 13,151 ND 139,371 87,004 64,054 130,946 196,226
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (2)- 128,169 ND ND ND ND 128,026 113,503 ND ND ND ND ND
2-Furanmethanol ND 4,450,938 4,577,397 4,007,858 3,546,312 2,165,271 ND 2,196,684 1,013,445 568,711 511,502 ND
2-Furanmethanol, 5-methyl- ND ND ND ND ND ND ND 97,075 59,86 ND ND ND
2-Furanmethanol, acetate ND 1,373,052 419,182 442,548 890,538 343,433 ND ND ND ND ND ND
2-Methylenecyclohexanol ND ND ND ND ND ND 25,256 ND ND ND ND ND
3,4-Dimethylbenzyl alcohol ND ND ND ND ND ND 6,089 ND ND 22,178 28,237 28,658
3-Furanmethanol ND 4,450,938 4,577,397 4,007,858 3,546,312 2,165,271 ND 2,194,307 1,011,025 568,711 511,502 ND

5,9-Undecadien-2-ol, 6,10-dimethyl- ND ND ND ND ND ND ND ND 17,507 13,609 30,894 28,234



48

Tabela 7: Area dos compostos volateis encontrados por GC-MS nos tempos inicial e final de fermentacdo em Kombuchas de café arabica e cha verde.

(Continuacao)

6,10-Dodecadien-1-ol, 3,7,11-trimethyl- ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 41,347
Benzyl alcohol 62,917 ND ND 53,082 57,272 82,915 56,416 109,977 78,438 96,232 238,065 277,711
Cyclohexanol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 19.475 51705
(1.alpha.,2.alpha.,5.beta.)-
Ethanol, 2-(dodecyloxy)- ND ND 10,231 9,014 23,633 40,413 ND 17,17 23,528 14,85 24,595 28,727
Geraniol 128,169 68,422 ND ND 114,835 ND 113,503 293,197 131,531 130,751 264,8 324,042
L-.alpha.-Terpineol 91,084 ND ND 56,687 83,199 111,917 120,216 91,553 56,049 71,391 200,433 368,852
Phenylethyl Alcohol 160,307 255,364 522,536 578,788 540,956 497,133 310,502 1,882,521 1,224,851 936,187 1,589,931 2,181,194
Esteres
1'2'56”2;1?&"’3;28%'igsf‘ecrid' bis(2- ND 160567 148273 187,491 192,471 648843 104336 320,458 330,307 164,996 661,835 323,502
Dibutyl adipate ND ND ND ND ND ND 6,993 ND ND ND ND ND
Dibutyl phthalate 33,728 44,356 37,053 40,288 37,715 57,579 18,003 51,126 71,459 35,411 125,421 63,233
Dodecanoic acid, ethyl ester ND ND ND ND ND ND ND ND 141,561 232,097 869,497 1,668,004
E-11-Hexadecenoic acid, ethyl ester ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 24,981
Hexadecanoic acid, ethyl ester ND ND ND ND ND ND 10,364 ND 31,218 15,485 66,043 30,033
Octanoic acid, ethyl ester ND ND ND ND ND ND ND ND ND 49,164 2,121,474 8,803,328
Phthalic acid, butyl hexyl ester 33,728 44,356 37,053 40,288 37,715 57,579 18,003 51,126 71,459 35,411 125,421 63,233
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-nydroxy-244- 17479 \p ND ND ND 89,793  ND ND ND ND 2237 30015
trimethylpentyl ester
Acidos
n-Hexadecanoic acid 14,05 10,129 14,622 14,781 15,633 16,852 17,645 32,75 16,795 16,423 17,998 21,748
Aldeidos
1H-Pyrrole, 1-(2-furanylmethyl)- ND 2,284,420 2,085,873 1,819,410 1,215,377 582,609 ND 394,809 ND ND ND ND
1H-Pyrrole-2-carboxaldehyde ND 272,037 331,639 188,283 ND ND ND ND ND ND ND ND
1H-Pyrrole-2-carboxaldehyde, 1-methyl- ND 869,093 922,977 930,08 720,359 492,098 ND ND ND ND ND ND
2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- ND 8,366,004 7,156,429 2,460,675 4,926,402 3,259,076 ND ND ND ND ND ND
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Tabela 7: Area dos compostos volateis encontrados por GC-MS nos tempos inicial e final de fermentacdo em Kombuchas de café arabica e cha verde.

(Continuacao)

3-Furaldehyde ND  2,165522 2,489,149 1,534,717 1,658,391 1,129,876  ND ND ND ND ND ND
5-Hydroxymethylfurfural ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 30,356 ND
Benzaldehyde, 3,4-dimethyl- 675,006 1,278,717 1,133,544 1404987 1,374,321 2,096,650 1,264,702 1,079,840 1,828,789 699,605 1,159,155 916,917
Benzaldehyde, 4-methoxy- 102,016 47,886 ND ND ND 75837 39,675 ND ND ND ND ND
Benzeneacetaldehyde, .alpha.-ethylidene- ND 82,501 87,9 69,76 43,603 28,8 ND ND ND ND ND ND
Furfural ND  2,165522 2,489,149 1,534,717 1,658,391 1,129,876  ND ND ND ND ND ND
Indole 33,889 283795 268411 225956 134571 83,633 9401 27,621 19,822 16814 27,818 21,205
Isophorone 11872 ND ND ND ND ND 155,108 ND ND ND ND ND
Cetonas
alpha.-lonone 147242 ND ND ND ND ND 106,188 ND ND ND ND ND
1H-Indole, 3-methyl- 13777 7108 77,895 64,084 37,899 24,246 ND 77664 55823 29547 30815 ND
1-Propanone, 1-(2-furanyl)- ND ND ND ND ND ND ND 470,22 ND ND ND ND
2(3H)-Furanone, 5-dodecyldihydro- 9229 8162 7934 13334 24068 899 21822 7676 7161 9,173 939 15625
2(3H)-Furanone, 5-heptyldihydro- 30255  ND ND ND 57,581 82,475 ND 209553 166,985 191558 432,702  ND
2(3H)-Furanone, dihydro-5-pentyl- 30255  ND ND ND 57581 82,475 41488 209553 166,985 191558 432702  ND
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7atetrahydro- 60995 14411 112 69,116 131,237 237,187 191,766 33111 67,673 93405 253513 296,907
4,4, 7a-trimethyl-, (R)-
3-Buten-2-one, 4'(2’Gi‘:’;/tlgi_methy"1'°y°'°hexe”' 325187 ND ND ND 126,181 187,374 218,585 ND ND ND ND ND
4'(2'4'4'T”memy"%‘f'zc’_gf]’;a'l'S'die”y')'b“t'S' 49,829  ND ND ND ND 67,452 54,067 ND 9,852 ND 108987 194,541
4-Hydroxy-3-methylacetophenone ND 154496 181,037 121,52 65949 34,279 ND 84,426 36,874 ND ND ND
5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl- ND 75,191 ND 344,56 ND ND ND ND ND ND ND ND
5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-, (E)- 215283  ND ND 34456 108,042  ND ND ND 52,834 ND 82,43 ND
6-Methyl-6-(5-methylfuran-2-yl)heptan-2-one 222,499 ND ND ND ND ND 87,056 ND ND ND ND ND
D-Carvone 998,767  ND ND 180,341 321,022 57569 658,478 ND ND ND 49,412 ND
Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl)- 23973 467,116 492,895 454579 288,076 154961 13924 786235 342,058 186228 176205 22,485
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Tabela 7: Area dos compostos volateis encontrados por GC-MS nos tempos inicial e final de fermentacdo em Kombuchas de café arabica e cha verde.

(Continuacao)

Ethanone, 1-(1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)- ND 349,478 ND 468,375 ND ND ND 385,531 211,693 129,585 112,356 ND
Ethanone, 1-(2-furanyl)- ND 1,040,869 1,460,146 1,483,396 1,387,566 538,633 ND 819,789 ND ND 218,441 ND
Ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)- ND 154496 181,037 121,52 65949 34,279 ND 84,426 36,874 ND ND ND
Ethanone, 1-(2-methyl-1-cyclopenten-1-yl)- 195,344 ND ND ND ND 117,544 108,304 ND ND ND ND ND
Megastigmatrienone ND 15,614 17,373 12,694 8,996 6,213 ND 19,783 12,733 6,695 577 ND
trans-.beta.-lonone 325,187 ND ND 64,83 126,181 187,374 218,585 ND ND ND ND ND

trans-Furfurylideneacetone ND 92,717 110,695 81,481 39,862 24,756 ND 49,842 ND ND ND 12,503

Outros

Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- ND 278.221 275280 274.085 288.173  277.268 ND 285.023 267.421 265556  276.983 ND
1,5-Heptadiene, 3,6-dimethyl- 44,726 ND ND ND ND 33,43 37,242 ND ND ND ND ND
2-Allyl-4-methylphenol 22,91 ND ND ND ND 8,419 23,822 ND ND ND ND ND
3-Cyclohexen-1-ol, 4'r(“Ff)t_hy"1'(1'methy'ethy')" 118584  ND ND ND ND ND 105347  ND ND ND ND ND
5H-5-Methyl-6,7-dihydrocyclopentapyrazine ND 148,28 180,874 ND ND ND ND ND 92,612 ND 49,405 ND
Anethole 920,712 366,783 205,514 329,315 356,476 ND 261,164 ND ND ND 154,123 ND
Benzene, 4-ethenyl-1,2-dimethoxy- ND 133,898 145,861 109,64 76,524 42,348 ND 129,567 81,574 ND ND ND

Caffeine 120,926 319,165 494,676 507,961 163,107 194,942 165,728 160,514 208,32 107,966 277,131 173,762

Cyclodecane ND ND 11,548 19,942 26,015 37,162 36,003 52,577 38,821 63,577 164,933 241,259

Ethyl trans-2-decenoate ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 94,221 164,07

Ethyl trans-4-decenoate ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 244,309 337,11
Furan, 2,2'-[oxybis(methylene)]bis- ND 926,777 1,128,481 838,792 474,91 228,299 ND 1,188,725 664,74 349,97 297,217 ND
Heneicosane ND ND ND ND ND 30,413 ND ND ND ND ND ND

Naphthalene 147,709 420,229 420,97 453,574 262,251 178,796 237,951 236,095 512,462 403,296 477,08 286,036
Octadecane ND ND ND ND ND ND ND 174,625 22,756 ND ND ND

p-Cresol ND 52,958 84,251 71,895 31,162 27,209 ND 162,152 71,683 38,898 38,587 ND
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Tabela 7: Area dos compostos volateis encontrados por GC-MS nos tempos inicial e final de fermentacio em Kombuchas de café arabica e cha

verde.
(Concluséo)

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 360,201 723,886 576,893 678,212 546,31 1,142,155 761,139 521557 983,356 778,923 634,407 717,218
Phenol, 2-methoxy- ND ND ND ND ND ND ND 323,99 153,928 ND ND ND
Phenol, 2-methyl- ND 52,958 84,251 71,895 31,162 27,209 ND 162,152 71,683 38,898 38,587 ND

Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 74,623 ND ND ND ND 45,849 44,964 ND ND ND ND 57,446

Phenol, 3,4-dimethyl- ND 51,015 65741 57,397 42542 34,126 ND ND ND ND ND ND

Phenol, 4-ethyl- 21518 55769 294,788 327,559 190,729 310,915 88,482 3,261,194 3,256,608 2,724,038 3,922,924 3,084,938

Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- ND 284,491 3,208,094 3595054 1,303,801 942,459 ND 16,347,644 9,994,296 5,576,935 6,777,298 2,290,940

Precocene | 356,659  ND ND ND 141,335 198,466 209,931 ND ND ND ND 78,864

Pyrazine, (1-methylethenyl)- ND ND 216,085 ND ND ND ND 237,871 119,662 69,056 33,271 ND
Pyrazine, 2,5-dimethyl- ND 879,004 1,122,465 1,270,314 292,181 ND ND ND 399,58 459,965 ND ND
Pyrazine, 2,6-dimethyl- ND ND 1,170,417 865,872 ND 703,642 ND 1,392,025 505,058 200,834 ND ND
Pyrazine, 2-ethyl-3,5-dimethyl- ND 544571 680,313 586,751 480,983 ND ND 456,472 256,209 162,587 131,975 ND
Pyrazine, 2-ethyl-3-methyl- ND ND ND ND ND 110,857 ND 170,709 78,315 ND 35,479 ND
Pyrazine, 2-ethyl-5-methyl- ND ND 1243329 571,601 ND ND ND 509,54 527,228 ND 317,066 ND
Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl- ND ND 413,493 766,904 343,717 413,368 ND ND 328,334 ND 165,847 ND
Pyrazine, 2-methyl-6-(1-propenyl)-, (E)- ND 117,177 124,619 103,384 ND ND ND 156,703 68,745 42,579 ND ND
Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- ND 1,288,802 1,255,571 1,408,342 1,087,075 703,866 ND 1,052,069 551,444 407,902 277,195 ND
Pyrazine, trimethyl- ND 253,39 ND 406,855 ND ND ND 147,867 190,587 142,342 ND ND
Pyridine ND ND 51,081 41,002 ND ND ND ND ND ND ND ND
Pyrimidine, 4,6-dimethyl- ND 879,004 1,115270 ND 527,877 ND ND ND 398,892 ND ND ND

Trisiloxane, 1,1,1,5,55-hexamethyl-3,3- 515 6o 355583 382843 414366 ~ ND 757,987 346467  ND 453547  ND 38831 379,97
bis[(trimethylsilyl)oxy]-

Legenda: ND = ndo detectado; F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% ché verde; F50 = 50% café + 50% ché verde; F25 = 25% café + 75% ché verde; C100
= 100% cha verde; | = Tempo Inicial; F = Tempo final apés 14 dias de fermentacdo; compostos gerados apés fermentacdo estdo destacados em negrito.
Fonte: Do autor (2024).
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A formag&o de ésteres, como palmitato de etila, laurato de etila e octanoato de etila, nos
kombuchas fermentados com café, indica a ocorréncia de reagdes de esterificacdo durante a
fermentacdo, catalisadas por enzimas produzidas pelas leveduras e bactérias. Esses ésteres
contribuem para o aroma frutado e doce da bebida, conferindo um perfil sensorial distinto ao
kombucha de café. Dos nove compostos detectados do grupo dos ésteres, oito foram do
tratamento de 100% de cha verde fermentado. Essa maior diversidade de ésteres observada no
tratamento C100 pode ser atribuida a maior diversidade de leveduras nesse tratamento, como
observado por Marsh et al. (2014) em kombuchas tradicionais. Outros ésteres que estavam
presentes em todos os tratamentos (Ex: laurato de etila, ftalato de diisobutil) apresentam
compostos aromaticos de vinagre, frutado, &cido, azedo, e picante, responsaveis pelo aroma
caracteristico do Kombucha.

A diminuicdo da concentracao de aldeidos apos a fermentacédo, observada em todos 0s
tratamentos, pode ser explicada pela volatilidade desses compostos e pela sua converséo em
outros compostos durante o processo fermentativo. Adicionalmente, a presenca de cafeina no
café pode ter inibido a producéo de alguns aldeidos, como demonstrado por Chan et al. (2021)
em cafés fermentados com lactobacilos probioticos e leveduras. A reducdo dos aldeidos pode
ter implicagbes no aroma final do kombucha de café, tornando-o0 menos intenso e mais suave
em comparacdo com o kombucha tradicional. Os compostos do grupo dos aldeidos que se
mantiveram apés a fermentacdo (3,4-Dimethylbenzaldehyde e Indol) foram provenientes da
infusdo de chéa verde. Estes compostos conferem aromas de cereja e baunilha e aroma floral em
baixas concentraces, respectivamente (Zhang et al., 2021).

Heatmap (Figura 4) foi construido com base na area dos compostos volateis em cada
tipo de Kombucha nos tempos inicial e final. Conforme mostrado no heatmap, houve uma
relacdo entre os compostos volateis dos tratamentos com 100, 75 e 50% de café arabica, grande
parte vinda da infusdo do préprio café. A diminuicdo da concentracdo de aldeidos apds a
fermentacdo foi observada em todos os tratamentos. Houve aumento na concentracdo de ésteres
no tratamento com 100% de cha verde apds a fermentacao, que podem contribuir para um aroma
caracteristico de Kombucha.

A &rea dos compostos no tratamento com 50% de café diminuiu no final da fermentacéo,
provavelmente devido ao metabolismo dos volateis de cetonas e aldeidos do café a niveis baixos
ou indetectaveis, com formacdo de novos compostos aromaticos, como ésteres e alcoois. O
nimero de compostos volateis aumentou em todas as amostras de Kombucha apds a

fermentacdo (Figura 5).
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Figura 4: Heatmap da area dos compostos volateis nos tempos inicial e final de fermentacdo em
Kombuchas de café arabica e cha verde.
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Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% ché verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.
Fonte: Do autor (2024).

Figura 5: Quantidade de compostos volateis em bebida Kombucha nos tempos inicial e ap6s 14 dias de

fermentacéo.
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Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% cha verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.
Fonte: Do autor (2024).
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Durante o processo de fermentacdo do Kombucha, as leveduras primeiro metabolizam
0 agUcar para produzir alcoois e, em seguida, as bactérias do acido acético usam alcoois para
produzir &cidos (Tran et al., 2020). Alcoois e ésteres sdo produzidos durante o processo de
fermentacao, contribuindo para um aroma reconhecivel de Kombucha, similar com o observado
nesta pesquisa (Tu et al., 2019, Zhang et al., 2021, Zou et al., 2021). O principal fator
responsavel por determinar o perfil bioquimico da bebida de Kombucha é a composicdo
microbiologica do SCOBY. A proporcao e diversidade de bactérias e levedura determinam o
consumo de sacarose e a producdo de monossacarideos, acidos organicos e etanol, todos os
quais impactam no perfil de sabor e aroma do Kombucha (St-Pierre, 2019).

Além do aroma e sabor, a cor ¢ um dos principais fatores avaliados pelos consumidores
na escolha e aceitacdo de bebidas. A cor € um importante parametro sensorial que pode fornecer
informacBes sobre a qualidade e estabilidade de bebidas fermentadas. A cor pode ser
influenciada por diversos fatores, como o0s ingredientes utilizados, a presenca de impurezas e a
oxidagéo, bem como pelo substrato utilizado e pelo processo de fermentacdo empregado. Para
avaliar a cor de uma bebida, séo utilizados parametros como as coordenadas de cor L*, a* e b*,
que indicam respectivamente a luminosidade, a tonalidade vermelha-verde e a tonalidade
amarelo-azul (Robinson et al., 2011, Kaewkod et al., 2019).

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) nas coordenadas de cor L*, a* e b* entre os diferentes tempos de fermentacdo. No
entanto, foi observada a tendéncia de mudanca na cor das bebidas apds o processo fermentativo.
A amostra F100 foi a Unica que apresentou reducéo (-4,2%) no parametro de luminosidade (L*)
apos fermentacdo. Os outros tratamentos aumentaram entre 2,9 e 17,2% de luminosidade.
Observa-se que houve reducédo nos valores da coordenada a* para todos os tratamentos, que ao
longo da fermentacdo, passaram a valores negativos (entre -1,67 e -49,6%), reduzindo da
tonalidade vermelho para verde-alaranjado. A coordenada b* apresentou variacao entre todas
as amostras, com valores positivos para F75 e F50 (25,7 e 13%, respectivamente) e valores
negativos para F100, F25 e C100 (-3,5, -3,6 e -21,6%, respectivamente).

A diferenca total de cor (DTC) entre os tempos inicial e final da fermentacdo foi
estatisticamente significativa em todos os tratamentos, como evidenciado pela variagcdo na
escala de diferenca de cor (AE¥). Valores de AE* entre 0-0,5 indicam que a diferenca de cor
foi imperceptivel ao olho humano, enquanto valores entre 0,5-1,5 sdo levemente perceptiveis,
1,5-3,0 perceptivel, entre 3,0 e 6,0 bem visivel e maior que 6,0 indica percepcao 6timana DTC

(Vazquez-Cabral et al., 2016). O tratamento F100 foi 0 que apresentou menor valor de AE*
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(2,28), resultando em uma mudanca na DTC considerada perceptivel ao olho humano. Todos
0s outros tratamentos apresentaram valores de AE* acima de 6,0, demonstrando mudanca na
DTC considerada étima. O tratamento com 50% de café e 50% de cha verde apresentou 0 maior
valor de AE* (16,15), sugerindo que a variacdo nas concentragdes de caf¢ utilizadas na
producdo da bebida, bem como outros fatores envolvidos no processo de fermentagéo, tais
como temperatura e umidade, influenciaram significativamente a cor da bebida final.
Adicionalmente, a presenca de microrganismos diferentes pode ter afetado a cor da bebida de

forma distinta em cada tratamento.

Tabela 8: Pardmetros cromaticos em amostras de kombucha de café comparadas entre tempo inicial e
final de fermentacdo.

Tratamento Coordenadas Tempo Inicial Tempo Final
L* 28.85108aA 27,641 1aA
a* 355840,1cA  34,59+1,9CA
F100 b* ATT7+12bA  46,04+4,1bA
AE* 2.28
L* 31.26+18aA  40,33%53aA
a* 3383#0,1cA  32,.26+3.1CA
F75 b* 51,6143 1cA  64,88+58CA
AE* 16,15
L* 30.66+43aA  46,49%53aA
a* 2086£0,8cA  29,36+2,9cA
F50 b* 63.16+59cA  71,37+4,7cA
AE* 10,69
L* 52.72+2.70A  5741%15DA
a* 2131#1,0bA  18,2+1,0bA
F25 b* 67,47405cA  65,06+2,3CA
AE* 6,12
L* 72,2550 7cA _ 83.91£3.5CA
a* 4,35+0,4aA 2,1940,2aA
€100 b* 4281+1,6aA  3356+2,.9aA
AE* 15,04
L 71.79+1.5¢ AE*
Ché a* 8,55:0,6a
b* 60,55:1,0c
L* 23,0120.9a 60.21
Café a* 35,63+2,3¢
b* 37,9141 1a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mintsculas em colunas e maidsculas em linhas.
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Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% chéa verde; C100 = 100% ché verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.
Fonte: Do autor (2024).

A variacdo nas cores das bebidas kombucha pode estar relacionada aos processos de
biotransformacdo dos compostos fenolicos, em que ocorre o processo de polimerizacdo (unido
de moléculas) ou despolimerizacédo (degradacdo). Esse processo pode aumentar ou diminuir o
teor de compostos fendlicos e acabar modificando a cor da bebida final (Watawana,
Jayawardena & Waisundara, 2015), o que pode ser explicado pelo fato de que o kombucha é
um alimento altamente fermentado. A oxidagdo enzimatica desempenha um papel na alteracao
do contetudo do composto de tanino para aflavina e arubigina que pode alterar a cor do cha
preparado. A reducdo de b*, amarelo para azul, pode ser devido a degradacdo dos compostos
polifendlicos do café ao longo do tempo. Os polifendis sofrem variagbes no ambiente acido do
kombucha causadas pelas enzimas liberadas por bactérias e leveduras (Martinez Leal,
Valenzuela Su’arez, Jayabalan, Huerta Oros, & Escalante-Aburto, 2018). A representacédo
visual das diferencas de cor entre os tratamentos e tempos de fermentacdo é possibilitada pela

transformac&o dos valores de L*a*b* em RGB (red, green, blue) na Figura 6.

Figura 6: Representacdo visual em RGB dos parametros croméaticos em amostras de kombucha de café
comparadas entre tempo inicial e final de fermentacéo.

CIE 1931 Chromaticity Diagram CIE 1931 Chromaticity Diagra
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Legenda: a., b. F100, tempos inicial e final, respectivamente.; c., d. F75, tempos inicial e final,
respectivamente; e., f. F50, tempos inicial e final, respectivamente; g., h. F25, tempos inicial e final,
respectivamente; i., j. C100, tempos inicial e final, respectivamente; k. cha verde, |. café.

Fonte: Do autor (2024).

Em sintese, os resultados indicam que, embora os fatores de luminosidade e cor ndo
tenham apresentado diferencas significativas apos a fermentacao, a variacao de cor na bebida
fermentada foi perceptivel ao olho humano. Além disso, a utilizacdo de diferentes
concentracOes de café gerou diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Esses
resultados séo relevantes para compreender como diferentes fatores podem afetar a coloragéo
de uma bebida e para garantir a qualidade e consisténcia dos produtos, uma vez que a cor € um
dos primeiros atributos de qualidade considerado pelos consumidores na escolha de bebidas
fermentadas (Vazquez-Cabral et al., 2016). O método utilizado permitiu a obtencdo de medidas
precisas e quantitativas da cor das amostras, fornecendo informagdes importantes sobre sua

aparéncia e visualizacao (Sao José & Vanetti, 2015).

6.3 Atividade bioldgica

6.3.1 Compostos bioativos e atividade antioxidante

Compostos fendlicos sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal e possuem alta
capacidade antioxidante, pois sdo capazes de neutralizar radicais livres e espécies reativas de
oxigénio. No kombucha, a atividade antioxidante esta associada a presenca desses compostos
no substrato utilizado para a fermentacdo (Liu, 2013; Jayabalan et al., 2008; Malbasa et al.,
2011). A amostra de infusdo de cha verde exibiu o maior valor para o teste Fast-blue, com
concentracdo de 131,04 mg GAE / 100 mL (Tabela 9).

Tabela 9: Contelido de fendlicos totais em amostras de kombucha pelos métodos de Fast Blue.

(Continua)
Fendlicos totais (mg GAE / 100 mL)
Tratamento — :
Tempo Inicial Tempo Final
F100 66,16+4,6aB 78,88+3,2aA
F75 58,95+3,7aB 97,47+4,7aA
F50 53,95+3,8aB 119,56+5,3aA

F25 35,40+2,9aB 126,45+4,2aA
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Tabela 9: Conteudo de fendlicos totais em amostras de kombucha pelos métodos de Fast

Blue.
(Conclusao)
C100 21,81+1,4aB 117,22+4,9aA
Cha 131,04+7,1b -
Café 110,56+5,9b -

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mintsculas em colunas e maidsculas em linhas.
Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% ché verde; C100 = 100% ché verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias.

Fonte: Do autor (2024).

Observou-se aumento na concentracdao de compostos fenélicos em todos os tratamentos
apos a fermentacdo. Isso pode ser explicado pelo fato de que o processo de fermentacdo de
kombucha é caracterizado por um equilibrio dindmico entre os componentes envolvidos,
incluindo os microrganismos, os componentes do substrato e os fendlicos produzidos,
mostrando que a composicao fendlica do cha é bastante constante, apesar do processamento do
cha. Dessa forma, mesmo que haja variagdes no nivel de fendlicos ao longo do tempo, elas
podem ser compensadas por outros componentes do sistema, resultando em niveis estaveis de
fenolicos totais (Chu & Chen, 2006).

A amostra C100 apresentou 0 maior aumento na concentracdo de compostos fenolicos
apos a fermentacdo, com aumento de 437,4%. Os resultados para esse teste também revelaram
a tendéncia de diminuicdo na concentracdo de compostos fenélicos a medida que se aumentava
a concentracao de café nas amostras, com valores de aumento de 257,2%, 121,6%, 65,3% e
19,2% para as amostras F25, F50, F75 e F100, respectivamente. A variacdo nos niveis de
fendlicos totais durante a fermentacdo de kombucha pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo a natureza do substrato utilizado e condi¢des de fermentacdo. Os compostos fendlicos
em formas complexadas podem ser decompostos em moléculas mais simples ou em formas
reduzidas em decorréncia das condi¢des acidas e da acao de enzimas liberadas por bactérias e
leveduras presentes na cultura simbiética do kombucha, o que pode resultar no aumento do teor
total de polifenois. Além disso, as técnicas de extracdo e andlise dos fendlicos podem
influenciar nos resultados obtidos. (Bhattacharya et al., 2016; Gamboa-Gémez et al., 2016;
Jayabalan et al., 2008; Silva et al., 2021).

Ao comparar os diferentes tratamentos de kombucha, é possivel observar que houve

diferengas significativas (p<0,05) nos niveis de fenolicos totais em ambos os testes. Isso pode
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ser atribuido a utilizacdo das concentracGes diferentes de café e de cha para a elaboracdo da
kombucha, que podem afetar a quantidade e a composicdo dos fenolicos presentes na bebida
final. Os compostos fendlicos fazem parte dos compostos bioativos mais importantes do café
(como acidos clorogénicos e derivados), além dos alcaloides do grupo das metilxantinas
(cafeina), &cido nicotinico (vitamina B3) e seus precursores trigonelina, magnésio e potassio.
Os principais grupos de compostos fendlicos nos extratos de grdos de café sdo os &cidos
clorogénicos (CGA), que sdo ésteres do acido quinico e do &cido trans-hidroxicinamico
(Ludwig et al., 2014).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de inibir, prevenir ou atrasar o dano celular
causado por radicais livres e moléculas instaveis presentes nas células humanas, (Buatong et
al., 2022). A amostra F100 registrou o maior valor no teste de DPPH (86,05), com acréscimo
de 4,4% em sua capacidade antioxidante ap6s fermentacdo. No teste do complexo
fosfomolibdénio, aamostra F50 apresentou a maior capacidade antioxidante (3,02 mg/100 mL),
com aumento de 17,1% ap6s fermentacdo. Adicionalmente, a amostra F75 também exibiu
aumento notavel de 18,7% em sua capacidade antioxidante apds fermentacdo. Apesar dessa
tendéncia de aumento da atividade antioxidante apds a fermentacdo, a variacdo ndo foi
significativa (p<0,05) (Tabela 10).

Tabela 10: Atividade antioxidante em amostras de kombucha pelos métodos de DPPH e
Fosfomolibdénio.

Antioxidantes

Fosfomolibdénio
(mg AAE /100 mL)

Tempo Inicial  Tempo Final  Tempo Inicial Tempo Final

Tratamento %DPPH

F100 82,44+8,6bA  86,05+3,2aA  2,38+0,7aA  2,54+0,6aA
F75 82,76x7,3bA  82,95+5,8aA  2,51+0,3aA  2,98+0,3aA
F50 85,81+3,7bA  84,59+53aA  2,58+0,3aA  3,02+0,9aA
F25 88,78+4,1bA  90,32+3,1bA  2,52+0,58A 2,91+0,6aA
C100 92,24+0,9bA  82,69+5,7aA  2,39+0,4aA  2,35+0,6aA
Cha 90,90+1,0b - 2,83+0,6a -

Café 73,19+1,2a - 3,87+0,5b -
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Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mindsculas em colunas e maidsculas em linhas.
Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% chéa verde; F50 = 50% café + 50% ché verde; F25
= 25% café + 75% ché verde; C100 = 100% cha verde; Inicial = Tempo 0; Final = 14 dias. AAE = &cido
ascorbico.

Fonte: Do autor (2024).

Os resultados indicaram que a amostra F25 apresentou maior aumento (p<0,05) na
capacidade antioxidante medida pelo ensaio do DPPH ap6s a fermentacdo (90,32), quando
comparada com os demais tratamentos. De acordo com estudo realizado por Essawet et al.
(2015), a atividade antioxidante de amostras de kombucha enriquecidas com café aumentou
significativamente durante o processo fermentativo, tendo o &cido cafeico sido apontado como
o principal responsavel pela atividade antioxidante e de remocéo de radicais livres observada.
Em outra pesquisa, Miranda et al. (2023) avaliaram amostras de kombucha fermentadas com
adicdo de diferentes concentracbes de café (10, 5 e 2%), ndo tendo encontrado diferencas
significativas no teor de fendlicos totais nem na atividade antioxidante medida pelo ensaio do

DPPH, em nenhum dos tempos de fermentacdo ou tratamentos.

6.3.2 Atividade antimicrobiana
Né&o foi verificada atividade antimicrobiana em nenhum dos tratamentos apds o periodo

fermentagdo frente os microrganismos testados (Figura 7).

Figura 7: Resultado colorimétrico em microplaca referente ao teste de atividade antimicrobiana, onde
a coloracdo rdsea indica que houve crescimento microbiano.

Fonte: Do autor (2024).
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Apesar dos diversos beneficios & saude relacionados ao consumo de kombucha, a
atividade antimicrobiana na kombucha pode ser afetada pela interacdo entre os compostos
presentes na bebida e as bactérias e leveduras presentes na cultura simbiotica. A presenca de
compostos antimicrobianos na bebida é influenciada pela composicdo do substrato e pela
dindmica da fermentacdo, além da combinacgdo e proporcdo de compostos produzidos pelos
microrganismos envolvidos no processo. A presenca de determinados compostos
antimicrobianos, como o &cido acético e os acidos graxos, pode ser afetada por fatores, como
temperatura, pH, tempo de fermentacdo e condicdes de armazenamento. Além disso, a
avaliacdo da atividade antimicrobiana da kombucha pode ser influenciada pela sensibilidade
dos microrganismos aos compostos presentes na bebida, bem como a concentracdo da amostra
e metodologia testada.

Vaérios estudos tém relatado as propriedades antimicrobianas do kombucha, as quais
podem estar associadas a composi¢do quimica dos ingredientes utilizados e ao processo de
fermentacdo. Durante o processo de fermentagdo do kombucha, muitos compostos bioativos
com potencial antibacteriano sdo produzidos (Al-Mohammadi et al. 2021; Battikh, Bakhrouf e
Ammar 2012; Costa et al. 2021). Alguns desses compostos incluem acidos organicos, como o
acido acetico, e catequinas, uma familia de polifendis reconhecidos por suas caracteristicas
antimicrobianas, que inibem o crescimento celular pela acidificacdo citoplasmatica. Outros
compostos presentes no kombucha, como tearubiginas, teaflavinas, acido galico, cafeina e
compostos antibioticos, também tém atividades antibacterianas e antifngicas (lvanisova et al.,
2020; Nyiew, Kwong e Yow 2022; Watawana et al. 2017). Bactérias patogénicas e formadoras
de esporos podem ser inibidas com 1 mg/L de acido acético por acidificacdo citoplasmatica
(Velicanski et al. 2014).

O café verde contém compostos bioativos com potencial atividade antimicrobiana,
como o &cido cafeico, trigonelina, cafeina, acidos clorogénicos e acido protocatecuico, que
demonstraram eficacia contra varias cepas de enterobactérias, incluindo Salmonella enterica.
Mecanismos sugeridos para sua a¢do antimicrobiana incluem alteragfes na estrutura e fungéo
da membrana citoplasmatica, interrupcéo do transporte ativo e do fluxo de protons e elétrons,
além da inibicdo de enzimas por compostos oxidantes (Almeida et al., 2006). Além disso,
compostos formados durante o processo de torrefacdo do café, principalmente as melanoidinas,
tém sido identificados como os principais contribuintes para a atividade antimicrobiana do café
(Mueller et al., 2011; Daglia et al., 2007). A acdo antimicrobiana das melanoidinas do café

ainda é pouco compreendida, visto que os mecanismos envolvidos ndo foram completamente
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elucidados. Desse modo, é necesséria uma investigagdo mais aprofundada para identificar os
principais compostos e mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana do café. A falta de
compreensdo desses mecanismos também dificulta a correlacdo da atividade antimicrobiana
com outros produtos a base de café. (Miranda et al., 2023).

Faz-se necessario o desenvolvimento de estudos adicionais que investiguem a atividade
antimicrobiana presente em Kombuchas preparados com diferentes matérias-primas na infusdo
da bebida. A falta de informacdes a respeito dessa atividade justifica a necessidade de novas
pesquisas, tendo em vista que tais produtos podem representar uma alternativa promissora para

o tratamento de patégenos microbianos.

6.4 Celulose bacteriana - SCOBY
O maior peso Umido e rendimento de SCOBY foram nos tratamentos com 100% e 75%
de café, sequido dos tratamentos com 50 e 25% de café e 100% de ché verde, respectivamente
(Tabela 11). A aparéncia macroscopica dos SCOBY esta apresentada na Figura 8. A
microscopia eletrébnica de varredura foi conduzida para verificar a estrutura dos
microfilamentos de celulose produzidos (Figura 9) e os diferentes tipos celulares presentes

nesse microambiente de SCOBY (Figura 10).

Tabela 11: Avaliacdo da producéo de celulose bacteriana entre os diferentes tratamentos de Kombucha
apos 14 dias de fermentagdo.

Celulose Bacteriana - SCOBY F100 F75 F50 F25 C100
Peso umido (g/mL) 161,3d 166,7d  148,2c  140,9b 89,3a
Rendimento (%) 32,3d 33,3d 29,6¢ 28,2b 17,9a
Espessura filamentos (mm) 0,077b  0,066a 0,069a 0,066a  0,081b

Distancia entre filamentos (mm) 0,886b  0,795b  1,246c 0,328a  0,308a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), sendo
comparadas letras mintsculas em linhas.
Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% ché verde; C100 = 100% ché verde.

Fonte: Do autor (2024).
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Figura 8: Aspecto macroscdpico dos SCOBY em diferentes concentrac@es de café arabica e cha verde
apos 14 dias de fermentagé&o.

Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% ché verde.
Fonte: Do autor (2024).

Os filamentos de celulose ndo apresentaram diferenca significativa em sua espessura
entre os tratamentos, porém houve diferenca significativa na distancia entre os filamentos de
celulose. A maior distancia encontrada foi no tratamento com 50% de café (1,25 mm), seguido
dos tratamentos com 100% e 75% de café, respectivamente. Isso pode justificar o0 maior peso
Umido e rendimento dos SCOBY, pela maior absorcdo de liquido entre os filamentos de
celulose, devido os filamentos estarem menos compactados.

A cafeina age como estimulador da producdo de celulose impedindo que monofosfato
ciclico de guanosina (c-di-GMP) entre no ciclo de sintese de celulose por bactérias, o que
também pode ter auxiliado para maior rendimento de celulose nos tratamentos contendo infusdo
café (Sharma & Bhardwaj, 2019). Os biofilmes obtidos ap6s a fermentacdo nos diferentes
tratamentos apresentaram superficies homogéneas com matriz porosa continua, composta por
nanofibras em forma de fita, comprovando que o uso de infusdo de café para fermentagéo de

Kombucha ndo afeta na estrutura da celulose produzida pelas bactérias do acido acético.
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Figura 9: Microscopia eletronica de varredura dos microfilamentos de celulose na superficie de SCOBY
apos 14 dias de fermentacéo.
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Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% chéa verde; C100 = 100% cha verde.
Fonte: Do autor (2024).

Vérios agrupamentos de células foram observados (Figura 10) em que grandes

mm

guantidades de bactérias e leveduras estavam fixadas ou incorporadas ao biofilme, confirmando
a bioatividade do SCOBY . Isso pode permitir que as células, principalmente as BAA aerdbicas,

a estarem proximas da superficie onde tém maior contato com oxigénio (Varela et al., 2017).

Figura 10: Diversidade celular de microrganismos fixos em microfilamentos de celulose do SCOBY
de Kombucha.

I ——

Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% ché verde.
Fonte: Do autor (2024).
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Também foi possivel verificar a possivel produgdo de microfilamentos de celulose
bacteriana por bactérias do &cido acético, onde amaranhados de nanofibras de celulose

envolviam as células (Figura 11).

Figura 11: Possivel producdo de microfilamentos de celulose bacteriana por BAA.

Legenda: F100 = 100% café; F75 = 75% café + 25% cha verde; F50 = 50% café + 50% cha verde; F25
= 25% café + 75% cha verde; C100 = 100% ché verde.
Fonte: Do autor (2024).

Micrografias eletronicas mostraram que existem 50-80 poros de 3,5 nm de diametro,
presentes na superficie da célula, chamados de terminais complexos ou “componente de
exportacdo de celulose” que auxiliam na extrusdo dessas protofibrilas. As fibrilas sdo entdo
organizadas em um feixe para formar uma fita de microfibrila de celulose com dimensdes de
aproximadamente 80x4 nm (lguchi et al., 2000). As protofibrilas das cadeias de glucano que
tém aproximadamente 2-4 nm de didmetro s&o formadas fora do citoplasma e sdo secretadas
para fora da parede celular da bactéria através dos poros presentes na superficie. Essas

microfibrilas se entrelagam para formar uma rede tridimensional (Figura 12).
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Figura 12: Esquema da producéo de celulose bacteriana.
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Fonte: Laavanya et al. (2021).

A celulose bacteriana (CB) € um metabolito extracelular de muitas espécies bacterianas
(Picheth et al. 2017). Este biopolimero possui propriedades materiais excepcionais, por
exemplo, auséncia de impurezas como pectina, lignina ou hemicelulose, alta resisténcia a
tracdo, alta elasticidade, alta durabilidade e grande capacidade de absorcdo de 4gua — podendo
reter até 200 vezes mais agua do que seu peso seco (Semjonovs et al., 2017; Villarreal-Soto et
al., 2018). A estabilidade térmica da CB decorre de sua alta cristalinidade. Essa propriedade
permite a esterilizacdo do CB a 121 °C e isso faz com que ele tenha superioridade sobre outros
polimeros que normalmente alteram suas propriedades acima de 100 °C (Cacicedo et al., 2016).

Apesar de suas vantagens, propriedades Unicas e abrangéncia de aplicacGes, a CB
raramente é comercialmente produzida devido ao seu preco. Métodos que levem a producao de
CB mais barata e eficiente estdo sendo procurados e meios alternativos, como sucos de frutas
ou residuos, estdo sendo testados (Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk, 2020). A adi¢do de
suco de maca a cultura estatica de um meio Hestrin—Schramm inoculado com K. rhaeticus
(P1463) isolado de Kombucha permitiu a producdo de celulose com alto rendimento
(Semjonovs et al., 2017). A adicdo de manitol ao meio Hestrin-Schramm levou a producéo de
CB mais eficiente por K. xylinus, enquanto a sacarose de grau alimenticio e xarope de tdmaras
ndo apresentam rendimento de celulose satisfatorio (Mohammadkazemi et al., 2015). Ainda ha
poucos dados disponiveis na literatura sobre as propriedades da CB obtidas durante a producao
de bebidas de Kombucha.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, sugestdes para melhor

compreensdo da fermentacdo de kombucha utilizando infusao de café arabica sdo apresentadas

como perspectivas futuras:

Andlise das propriedades funcionais do Kombucha de café, como a atividade anti-
inflamatdria e propriedades imunomoduladoras;

Estudos sensoriais para avaliar a aceitagdo do Kombucha de café pela populacéo;
Identificacdo microbiana completa para compreender a interacdo dos microrganismos
presentes no Kombucha de café;

Desenvolvimento de novos sabores de Kombucha a partir de diferentes infusdes, como
por exemplo, infusdo de diferentes tipos de cafeé;

Andlise da estabilidade e conservacdo do Kombucha de café ao longo do tempo;
Verificacdo do potencial de aplicagdo do Kombucha de café como fonte de probidticos
e pos-bidticos;

Estudo da interacdo entre o Kombucha de café e outros componentes, como por
exemplo, adicdo de frutas ou ervas;

Verificagdo da influéncia da temperatura e do tempo de fermentacdo na producéo de
Kombucha de café;

Investigacdo da viabilidade comercial de producdo de Kombucha de café como
alternativa ao Kombucha tradicional,

Investigacdo sobre a aplicabilidade da celulose bacteriana produzida a partir de café e
seus residuos em diferentes setores industriais, como farmacéutico, cosmético e

alimenticio.
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CONCLUSOES

A substituigdo parcial ou total do cha de Camellia sinensis pela infuséo de café arabica
é vidvel para a primeira fermentacdo do Kombucha, pois resulta em uma bebida com
caracteristicas fisico-quimicas, cromatograficas e microbioldgicas semelhantes a bebida
tradicional e em conformidade com a regulamentacéo brasileira;

As andlises cromatograficas demonstraram perfis semelhantes entre todos os
tratamentos, independentemente do substrato utilizado, sendo que a infusdo do café
arébica trouxe caracteristicas aromaticas especificas a bebida final.

A concentragdo de café arabica exerceu influéncia direta sobre a populagdo microbiana
da bebida, onde a populacdo de bactérias acido laticas (BAL) dominou o processo de
fermentacdo em F100 e foi inversamente proporcional a populagéo de bactérias acéticas
(BAA) em todos os tratamentos testados;

A producédo de CB em fermentados com infusdo de café apresentou maior peso umido
e rendimento, com estrutura similar a CB produzida em cha verde;

Os resultados deste estudo apontam para o potencial de preparacdes baseadas em café
arabica como alternativa aos Kombuchas tradicionais, produzindo bebidas com perfis
aromaticos distintos;

Além disso, este trabalho recomenda a realizacéo de estudos adicionais para avaliar as
propriedades funcionais, sensoriais e identificacdo microbiana do Kombucha de café,
bem como para a produgdo de novos sabores de Kombucha a partir de diferentes
infusdes, cujas propriedades aromaticas e nutracéuticas podem ser aprimoradas através

do processo de fermentacéo.
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