ANDRE RICARDO FERREIRA DA SILVA ROCHA

MICROBIOTA DE KOMBUCHAS BRASILEIRAS E RELACAO COM SUA
ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacgéao em
Microbiologia Agricola, para obtengdo do
titulo de Doctor Scientiae.

Orientador: José Guilnerme Prado Martin

Coorientadores: Wendel Batista da Silveira
Alexandre Fontes Pereira

VICOSA - MINAS GERAIS
2024



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

R672m
2024

Rocha, André Ricardo Ferreira da Silva, 1995-

Microbiota de kombuchas brasileiras e relacdo com sua
atividade bioldgica in vitro / André Ricardo Ferreira da Silva
Rocha. — Vicosa, MG, 2024.

1 tese eletronica (159 f.): il. (algumas color.).

Orientador: José Guilherme Prado Martin.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Microbiologia, 2024.

Referéncias bibliograficas: f. 139-159.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2024.320

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Bebidas fermentadas. 2. Indicadores de saude.
3. Compostos bioativos. I. Martin, José Guilherme Prado, 1983-.
II. Universidade Federal de Vicosa. Departamento de
Microbiologia. Programa de P6s-Graduagdao em Microbiologia
Agricola. III. Titulo.

CDD 22. ed. 663.33

Bibliotecdrio(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




ANDRE RICARDO FERREIRA DA SILVA ROCHA

MICROBIOTA DE KOMBUCHAS BRASILEIRAS E RELACAO COM SUA
ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacgéao em
Microbiologia Agricola, para obtengdo do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2024.

Assentimento:

Documento assinado digitalmente

b ANDRE RICARDO FERREIRA DA SILVA ROCHA
g »l Data: 19/07/2024 14:49:22-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

André Ricardo Ferreira da Silva Rocha
Autor

Documento assinado digitalmente

b JOSE GUILHERME PRADO MARTIN
g L Data: 22/07/2024 08:19:29-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

José Guilherme Prado Martin
Orientador



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha profunda gratiddo a todas as pessoas que
tornaram possivel a realizacao deste trabalho.

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a minha familia, que sempre esteve
ao meu lado, oferecendo amor, incentivo e compreensao, eu expresso minha eterna
gratidao. Seu apoio inabalavel foi um pilar fundamental durante os desafios destes
anos. Ao meu orientador Guilherme, pela orientacdo, paciéncia e apoio continuo ao
longo deste processo. Sua sabedoria, insights e feedback foram inestimaveis para o
desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco aos amigos de laboratério e de Vicosa pelo apoio, colaboracao e
ombro ao longo destes anos. Nossas conversas e discussdes foram fundamentais.

Thanks for the Agriculture and Food Development Authority (TEAGASC),
Ireland, for contribution in metagenomic analysis, especially Dr. Paul D. Cotter and
John Leech.

Agradego também aos membros da banca examinadora por dedicarem seu
tempo e expertise na avaliagdo deste trabalho e por seus comentarios construtivos
que contribuiram significativamente para a qualidade final desta tese. Por fim, gostaria
de agradecer a Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq), pela concessao da bolsa de estudos.

Este trabalho n&o teria sido possivel sem o apoio e contribui¢cdes de cada uma
dessas pessoas. Obrigado a todos que fizeram parte desta jornada e ajudaram a
tornar este sonho uma realidade.

Gratidao!



“[...] and in this moment, | swear, we are
infinite”- The Perks of Being a Wallflower



RESUMO

ROCHA, André Ricardo Ferreira da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2024. Microbiota de kombuchas brasileiras e relacao com sua
atividade biolégica in vitro. Orientador: José Guilherme Prado Martin.
Coorientadores: Wendel Batista da Silveira e Alexandre Fontes Pereira.

Kombucha é uma bebida tradicionalmente fermentada por um consércio microbiano
denominado SCOBY. A atividade da comunidade microbiana da kombucha durante o
processo fermentativo resulta na producédo de grande diversidade de metabdlitos, de
reconhecida atividade biolégica, incluindo compostos antioxidantes e antimicrobianos.
O perfil e a dindmica populacional dessas espécies impactam significativamente nas
propriedades benéficas do cha fermentado. Neste trabalho, foram elucidadas a
distribuigéo e estrutura da microbiota fermentadora de kombuchas produzidas a partir
de matérias primas de diferentes regides do Brasil, bem como sua contribuicdo para
a diversidade de compostos com atividades bioldgicas produzidos durante o processo
fermentativo. As principais correlagdes e interacdes entre as espécies microbianas
que compdem a comunidade do cha fermentado foram demonstradas, bem como o
papel de diversos microrganismos na biossintese de compostos bioativos e atividade
biolégica. As kombuchas foram produzidas com 8 g (1 % p/v) de cha verde mantido
em infusdo durante 10 min, e 80 g (8 %) de sacarose; este cha adocado foi acrescido
com 10 % de cultura starter e SCOBY obtidos em diferentes regides do pais. As
culturas foram fermentadas a 25 °C durante 21 dias. Foram realizados ensaios
calorimétricos para quantificacdo de compostos fendlicos totais (TPC) e flavonoides
totais (TFC) ao longo do processo de fermentacao; andlise do potencial antioxidante
foram realizadas pelos métodos de reducdo dos radicais DPPH (1,1-difenil 2-
picrilhidrazil) e ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); a atividade
antimicrobiana frente linhagens padrées de Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Escherichia coli (ATCC 11219) e Salmonella
enterica (ATCC 14028) foi determinada nas amostras antes e apds neutralizacao (pH:
7,0); os principais 4cidos organicos, compostos fendlicos, agucares residuais e etanol
foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Analise
metagendmica tipo Shotgun foi realizada para todas as amostras na fase liquida.
Linhagens dos principais grupos microbianos foram isoladas apds o processo de

fermentacdo. O perfil bioativo e potencial antioxidante mostrou-se varidvel, com



melhores atividades identificadas em amostras principalmente ap6s o 7° dia de
fermentacdo. Uma comunidade bem estabelecida de bactérias do acido acético foi
observada, sobretudo de membros da familia Acetobacteriaceae, composta
principalmente por Komagataeibacter spp. Para leveduras, Brettanomyces
bruxellensis foi predominante na maioria das amostras. A composi¢ao da comunidade
microbiana dentre as regides estudadas diferiu significativamente, bem como dentre
as amostras de uma mesma regidao. Verificou-se a presenca de diversos acidos
organicos resultantes da fermentacdo e/ou intermediarios de reacdes metabdlicas,
com destaque para os acidos aceético, glicurénico e succinico, bem como compostos
fendlicos, como &cido félico. As redes de interagdes microbianas puderam ser
agrupadas em cinco modulos, tendo Komagataeibacter oboediens como principal
conectivo. As espécies mais abundantes, Komagataeibacter saccharivorans e B.
bruxellensis, apresentaram correlagbes diretas com diversos microrganismos que
favorecem o potencial bioativo da bebida, tais como Komagataeibacter spp.,
Wickerhamiella sorbophila e Pediococcus pentosaceus. A presenca de Acetobacter
senegalensis estimulou a producao de compostos fendlicos e flavonoides totais. Esta
pesquisa tem potencial de orientar a selecdo, modulagdo e padronizacdo de
consoércios microbianos como culturas starter para obtencao e validacdo de maiores

beneficios relacionados ao consumo de kombucha.

Palavras-chave: Bebidas fermentadas. Beneficios a saude. Compostos bioativos.
SCOBY.



ABSTRACT

ROCHA, André Ricardo Ferreira da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2024. Microbiota of brazilian kombucha and their relationship with in
vitro biological activity. Adviser: José Guilherme Prado Martin. Co-adviser: Wendel
Batista da Silveira and Alexandre Fontes Pereira.

Kombucha is beverage traditionally fermented by a microbial consortium called
SCOBY. The activity of kombucha microbial community during the fermentative
process results in production of wide range of metabolites, with recognized biological
activity, including antioxidant and antimicrobial compounds. The profile and population
dynamics of these species significantly impact the beneficial properties of fermented
tea. In this work, the distribution and structure of microbiota fermenting kombuchas
produced from raw materials from different regions of Brazil were elucidated, as well
as its contribution to diversity of compounds with biological activities produced during
the fermentation process. The main correlations and interactions between the
microbial species that make up the fermented tea community were demonstrated, as
well as role of different microorganisms in biosynthesis of bioactive compounds and
biological activity. The kombuchas were produced with 8 g (1% w/v) of green tea kept
infused for 10 min, and 80 g (8%) of sucrose; this sweetened tea was added with 10
% starter culture and SCOBY obtained in different regions of country. The cultures
were fermented at 25 °C for 21 days. Calorimetric tests were carried out to quantify
total phenolic compounds (TPC) and total flavonoids (TFC) throughout the
fermentation process; analysis of antioxidant potential was carried out using the radical
reduction methods DPPH (1,1-diphenyl 2-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); antimicrobial activity against standard strains of
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC 15313),
Escherichia coli (ATCC 11219) and Salmonella enterica (ATCC 14028) was
determined in samples before and after neutralization (pH: 7.0); the main organic
acids, phenolic compounds, residual sugars and ethanol were quantified by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Shotgun metagenomic analysis was
performed for all samples in liquid phase. Strains from main microbial groups were
isolated after the fermentation process. The bioactive profile and antioxidant potential
showed It was variable, with better activities identified in samples mainly after 7th day
of fermentation. A well-established community of acetic acid bacteria was observed,



mainly members of the Acetobacteriaceae family, mainly composed of
Komagataeibacter spp. For yeast, Brettanomyces bruxellensis was predominant in
most samples. The composition of microbial community between the regions studied
differed significantly, as well as between samples from same region. The presence of
several organic acids resulting from fermentation and/or intermediates of metabolic
reactions was verified, mainly acetic, glururonic and succinic acids, as well as phenolic
compounds, such as folic acid. The microbial interaction networks could be grouped
into five modules, with Komagataeibacter oboediens as main connective. The most
abundant species, Komagataeibacter saccharivorans and B. bruxellensis, showed
direct correlations with several microorganisms that favor bioactive potential of
beverage, such as Komagataeibacter spp., Wickerhamiella sorbophila and
Pediococcus pentosaceus. The presence of Acetobacter senegalensis stimulated the
production of phenolic compounds and total flavonoids. This research has the potential
to guide the selection, modulation and standardization of microbial consortia as starter
cultures to obtain and validate greater benefits related to kombucha consumption.

Keywords: Fermented beverage; Health benefits; Bioactive compounds; SCOBY.
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1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida obtida a partir da fermentacdo de cha adogado
(Camellia sinensis) por um consércio microbiano popularmente conhecido como
SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) (BRASIL, 2019). Este € composto
por bactérias do 4cido acético, principalmente Komagataeibacter spp., Acetobacter
spp., Gluconobacter spp. e Gluconacetobacter spp., enquanto a comunidade de
leveduras inclui predominantemente Brettanomyces spp. € Saccharomyces spp.; além
disso, bactérias lacticas podem ocorrer em menor abundéancia (Yuan et al., 2022; Yao
et al., 2023). Esta heterogeneidade na microbiota representa um dos maiores desafios
para o controle de producdo da bebida, uma vez que a dinamica populacional é
complexa e depende de diferentes variaveis, especialmente das condi¢cdes do meio
fermentativo (Pradhan et al., 2023). Assim, variagdes no processo de fermentacéo
influenciam na dinamica e sucessao de crescimento microbiano (Landis et al., 2022).

As reacdes metabdlicas que ocorrem durante a fermentacdo da kombucha
resultam na producao de intermediarios e metabdlitos secundarios com importantes
aplicac6es medicinais e biotecnologicas (Villarreal-Soto et al. 2018). Potenciais efeitos
benéficos associados ao consumo de kombucha podem ser modulados positivamente
através do controle da microbiota (Villarreal-Soto et al. 2020). Atualmente, é de grande
interesse pesquisas que visem elucidar o papel da comunidade microbiana do cha
fermentado, e como estes influenciam na estabilizag&do do microbioma e no perfil de
atividade bioldgica; essa comunidade inclui, ainda, microrganismos em estado nao
cultivavel (VNC), que demandam estudos independentes de cultivo (Reva et al. 2015).

Existe uma relacao entre a dindmica da microbiota do cha e a producao de
compostos bioativos. Para Villarreal-Soto et al. (2020), bebidas que possuem maior
abundancia de Komagataeibacter xylinus tanto na fase sélida quanto na liquida, e
Schizosaccharomyces pombe na fase liquida, demonstraram maior efeito anti-
inflamatério. Dentre as diferentes intera¢des que ocorrem na microbiota da kombucha,
a ocorréncia de Komagataeibacter rhaeticus, que apresenta vias completas para a
biossintese de vitaminas do grupo B, favorece o crescimento de Zygosaccharomyces
bailii, que requer esse grupo de vitaminas para seus processos metabdlicos (Arikan et
al. 2020); Z. bailli por sua vez, apresenta vias e genes que influenciam positivamente
na manutengdo das respostas ao estresse oxidativo em diferentes microrganismos,

incluindo Saccharomyces cerevisiae (Coleman et al. 2001), que favorece o aumento
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da atividade antioxidante quando em predominancia na comunidade microbiana
(Malbasa et al. 2011).

Além do perfil bioativo, a heterogeneidade do consércio microbiano da
kombucha proporciona variagées nas caracteristicas sensoriais do produto. Dentre as
propriedades dos &cidos organicos presentes, destaque para o acido gliconico, que
proporciona sabor refrescante e acidez suave (Ramachandran et al. 2006), um dos
principais descritores de qualidade sensorial do sabor para o cha fermentado (Neffe-
Skocinska et al. 2017).

Segundo Mbnaco (2019), as expectativas do consumidor em relacdo a
kombucha levam em consideracao sobretudo os efeitos benéficos decorrentes do seu
consumo, bem como perfil sensorial agradavel. Dessa forma, a interdependéncia e
correlacdo de caracteristicas no processo de producdo merecem destaque. Nesse
contexto, este trabalho tem por objetivo elucidar o papel da comunidade microbiana
nas caracteristicas funcionais da bebida.

Nesse estudo, elucidou-se o perfil e estrutura da microbiota fermentadora de
kombuchas produzidas e comercializadas no Brasil, bem como sua contribui¢cdo para
a diversidade de compostos secundarios com atividades biol6gicas produzidos
durante o processo fermentativo. Descreveu-se ainda, as principais interacoes
simbidticas e ndo simbidticas entre as espécies microbianas que compdem a
comunidade do cha fermentado, bem como buscou-se possiveis correlagées entre as
populacées microbianas e a biossintese de metabdlitos relacionados ao potencial
bioativo da kombucha. Através da correlacao entre a abundancia relativa desses
compostos e a dominancia das espécies presentes no consorcio, tal qual suas
interacgdes, foi possivel predizer meios de controle desses fatores. Dessa forma, esta
pesquisa tem potencial de orientar a selecdo, modulacdo e padronizacdo de
consorcios microbianos como culturas starter para obtencao e validacdo de maiores

beneficios relacionados ao consumo de kombucha.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processo de fermentacao da kombucha

O processo de fermentagdao é um dos métodos mais antigos de conservagao
de alimentos descritos; promove a valorizagdo nutricional de alimentos e bebidas;
esse processo preserva e transforma matérias-primas alimentares por meio do
crescimento e metabolismo microbiano (Lavefve et al., 2019). Atualmente, o0 aumento
do consumo de alimentos fermentados é impulsionado por suas propriedades
bioldgicas e beneficios nutricionais propostos (Dimidi et al., 2019; Voidarou et al.,
2020).

A kombucha possui origem asiatica, porém, com popularidade no Ocidente
devido aos seus potenciais bioldgicos associados ao consumo regular; a fermentacao
tradicional é realizada a partir do cha adogcado de Camellia sinensis, apesar de outros
chas serem comumente empregados (Chakravorty et al., 2016). O uso desta espécie
para obtencao do cha é obrigatério na producéao em territério nacional, de acordo com
o estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por
meio da Instrucao Normativa n® 41, de 17 de setembro de 2019 (Brasil, 2019); outros
tipos de chas, no entanto, sdo popularmente empregados na sua elaboracéo
(Chakravorty et al. 2016).

A concentracdo de cha e acucar, assim como o tempo e temperatura de
fermentacdo utilizados sao variados, e dependem da preferéncia do consumidor
(Jayabalan et al.,, 2016). A bebida é fermentada sobretudo por espécies acido
tolerantes (De Filippis et al., 2018). O mercado global esta em crescimento acelerado,
e estima-se que em 2025 atinja entre US$ 3,5 a 5 bilhdes (GMI, 2019; Kim & Adhikari,
2020).

A fermentacdo decorre da atividade de espécies acido tolerantes que
compbéem SCOBY e a cultura starter adicionados no inicio do processo (De Filippis et
al. 2018). A composicao microbiana da kombucha pode variar significativamente
dependendo do tipo de SCOBY utilizado, tanto em relacdo ao perfil de espécies,
quanto a abundancia relativa de cada uma delas e na estruturacdo de dominéancia no
indculo; a composicao da comunidade pode, portanto, impactar nas propriedades
benéficas atribuidas a bebida (Chakravorty et al. 2016). Diversos compostos bioativos
sao relatados no produto final, tanto oriundos do cha utilizado, como compostos
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fendlicos, polissacarideos, vitaminas, minerais, aminoacidos, quanto resultado da
atividade metabdlica dos microrganismos, como polifendis, acidos organicos,

vitaminas, enzimas e bacteriocinas (Antolak, Piechota e Kucharska, 2021).

2.2. Influéncia dos parametros fermentativos nas caracteristicas da kombucha

Os diversos parametros e variacbes do processo de fermentagdo sao
determinantes para a composicao quimica e microbiol6gica da kombucha (Tabela 1),
0 que, por sua vez, influencia nas propriedades benéficas atribuidas a bebida (Coelho
et al. 2020). O estudo desse processo visa principalmente a determinacdo das
condicoes ideais de fermentacao, de forma a otimizar e controlar a abundancia relativa
das espécies envolvidas na producao e transformacao de compostos potencialmente

bioativos (Villarreal-Soto, et al. 2018).
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Tabela 1. Diversidade de parametros utilizados no processo de fermentagédo do cha para producao de kombucha.

Agua Teorde Folhasde Infusédo Cultura SCOBY  Temperatura de Tempo de fer- Referéncia
(mL) acucar (g) cha (g) (min) starter (9) fermentacdo (°C) mentacao (dias)
(mL)
1000 70 4 15 100 - 28 12 Ahmed et al.
(2020)
1350 150 9 10 150 100* 28 15 Arikan, et al.
(2020)
1500 120 22,5 15 150 75 28 15 Barbosa et al.
(2020)
2000 100 7,2 15 200 - 25 15 Trevino-Garza et
al. (2020)
1000 70 10 15 10 20 25 15 Villarreal-Soto et
al. (2020)
1000 80 8 3 100 10 27 14 Gaggia et al.
(2019)
100 10 1 15 10 NE 28 10 Tu et al. (2019)
1000 100 10 10 30 20 20; 30 21 De Filippis et al.
(2018)
1000 100 8 10 20 - 28 14 Zhao et al. (2018)
2000 200 16 10 100 NE 25 10 Cardoso et al.
(2017)
1000 50 5 10 NE NE 21 NE May et al. (2017)
1000 100 6 15 60 50 20; 25; 30 10 Neffe-Skocinska
et al. (2017)
300 30 8 5 30 NE TA 14 Chakravorty et al.
(2016)

Continua
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Conclusao
1000 100 1 NE 100 59 NE 8 Nguyen et al.
(2015)
2000 200 9,8 15 200 NE 23 10 Marsh et al.
(2014)
1000 70 1,5 5 NE - 28 10 Malbasa, et al.
(2011)
200 20 2,4 5 20 69 24 18 Jayabalan et al.
(2007)
*mm?2. NE: Nao especificado. (-) Nao aplicado.
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Dentre as principais variaveis a serem consideradas, destaca-se a
composi¢cao microbiana do SCOBY; as variagbes no processo de fermentagao
estabelecerao o perfil e dindmica do crescimento e producao de compostos (Villarreal-
Soto et al. 2020); além disso, fatores como o substrato utilizado (Ayed et al. 2016;
Rahmani et al. 2019), fontes de carbono (Watawana et al. 2015; Muhialdin et al. 2019;
Vohra et al. 2019), temperatura (De Filippis et al. 2018; Cardoso, et al. 2020) e tempo
de fermentagdo determinam a cinética do processo, bem como a producédo de
metabdlitos secundarios (Vohra et al. 2019; Cardoso, et al. 2020).

O perfil bioativo relatado para a kombucha fermentada a partir do cha de C.
sinensis é geralmente mais diverso que o observado para fermentagéo utilizando
outros substratos, como cevada e arroz; foram verificadas redugdes do radical DPPH
de 89,69 e 36,04 % no cha fermentado tradicional e a base de arroz, respectivamente
(Ahmed, Hikal e Abou-Taleb, 2020). Ainda, o cha verde apresenta maior atividade
bioldgica que o cha preto na maioria dos casos relatados na literatura (Battikh et al.
2013; Cardoso et al. 2020).

O tempo de fermentacdo € um importante parametro a ser considerado.
Periodos de fermentacdo acima de 14 dias podem reduzir a atividade antioxidante
(Muhialdin et al. 2019); periodos entre 7 (IvaniSova et al. 2020) e 8 dias (Ahmed, Hikal
e Abou-Taleb, 2020) estdo geralmente associados ao maior potencial de reducéo de
radicais livres. Entretanto, tem-se evidenciado maior atividade antimicrobiana
fermentacdes prolongadas (Mizuta et al. 2020), com tempos de até 21 dias (Battikh et
al. 2013), considerado demasiadamente longo e com reflexos negativos nas
caracteristicas sensoriais do produto final.

Diferentes fontes de carbono também podem afetar o potencial biol6gico da
kombucha. O cha fermentado com acucar de coco fornece uma bebida com maior
atividade antioxidante in vitro, em comparagao ao agucar refinado branco (Muhialdin
et al. 2019). Esse perfil € semelhante ao verificado tanto no cha verde, quanto no
preto, onde a fermentagcdo com aglcar mascavo obteve atividade antioxidante mais
elevada que a verificada com agucar branco ou mel (Vohra, et al. 2018).
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2.3. Composicao bioativa e atividade biologica

2.3.1. Compostos bioativos e beneficios a saude

Os metabdlitos derivados do cha e produtos da fermentacao incluem diversos
acidos organicos, como o glicénico (Sainz et al. 2016; Wang et al. 2020), glicurénico,
acético, félico (Baschali et al. 2017), ascérbico (Kaewkod, Bovonsombut, e
Tragoolpua, 2019), succinico, mélico (Gomes et al. 2018); estdo presentes, ainda,
aminoacidos, como teanina, alguns minerais como potassio, manganés, ions de fluor,
vitaminas E, K (lvaniSova et al. 2020), além de vitaminas do complexo B, polifendis e
fenbis, como o &acido galico e fdlico, dentre outros compostos associados aos
beneficios a saude decorrentes do consumo do cha fermentado (Baschali et al. 2017;
Kapp e Sumner, 2018).

Um amplo espectro de efeitos biologicos tem sido descrito para a kombucha,
com diferentes beneficios potenciais para a saude humana (Molares, 2020). Atividade
antioxidante (Muhialdin et al. 2019; Gaggia et al. 2019; Villarreal-Soto et al. 2019;
Ahmed et al. 2020; Cardoso et al. 2020; Ivanisova et al. 2020; Mizuta et al. 2020;
Villarreal-Soto et al. 2020; Vitas et al. 2020), antimicrobiana/ antiviral (Vohra et al.
2018; Bhattacharya et al. 2020; Pei et al. 2020), anti-inflamatéria/ imunomoduladora
(Vazquez-Cabral et al. 2017; Villarreal-Soto et al. 2020), antiproliferativa/ antitumoral
(Utoiu et al. 2018; Kaewkod et al. 2019), hipocolesterolémica (Zubaidah et al. 2019),
anti-hipertensiva (Hrnjez et al. 2014; Vitas et al. 2020), antidiabética/ hipoglicEmica
(Watawana, Jayawardena e Waisundara, 2018), hepatoprotetora (Wang et al. 2014)
neuroprotetora (Kabiri e Setorki, 2016), de desintoxicacdo (Taheur et al. 2020) e
moduladora da microbiota intestinal (Jung et al. 2019) tem sido relatadas.

2.3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante é um dos principais efeitos relacionados aos
metabdlitos presentes no cha apdés o processo de fermentacdo, e € o mais
amplamente estudado, embora a agdo de moléculas isoladas seja raramente discutida
(Morales, 2020); a eliminacao dos radicais DPPH e ABTS é comumente relatada para
kombucha (Ahmed, Hikal, & Abou-Taleb, 2020; Villarreal-Soto et al., 2020). Diversos
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estudos correlacionam a atividade antioxidante ao TPC (Xu et al., 2017). Alguns
beneficios do consumo da kombucha relatados, tais como atividade anti-inflamatéria,
anticancerigena e aumento da imunidade, podem estar relacionados ao seu potencial
antioxidante, sobretudo aos polifendis e acidos organicos produzidos (Vijayaraghavan
et al., 2000).

A atividade antioxidante do cha, aumenta significativamente durante a
fermentacao, sobretudo préximo ao 8° dia (Amarasinghe et al.,2018; Ahmed, Hikal &
Abou-Taleb, 2020); o mesmo perfil foi observado em relagdo ao TPC (Ahmed, Hikal &
Abou-Taleb, 2020). O aumento de capacidade de reducdo de radicais pelo cha
durante o processo fermentativo ocorre devido a conversdo metabdlica dos
constituintes presentes por enzimas microbianas (Lobo, Dias & Shenoy, 2017;
lvanisova et al., 2020), esses aspectos sugerem que o cha fermentado é uma
importante fonte para o desenvolvimento das bebidas funcionais.

Compostos como acido gliconico, derivados de tearubiginas e moléculas
como &cido ascorbico ou acido D-sacarico-1,4-lactona (DSL) possuem a capacidade
de inibir a atividade da B-glucuronidase, o que favorece a reducédo da producao de
compostos com agao oxidativa e toxicos (Chu e Chen, 2006). O teor de tearubiginas
aumenta gradualmente durante a fermentacao do cha e esta correlacionado com a
diminuicdo do conteudo de catequinas, como epicatequina (EC) e galato de
epigalocatequina (EGCG) (Kim et al. 2011); isso ocorre devido a fermentagéo
oxidativa desses compostos (Haslam, 2003).

Em alguns casos, porém, as concentragdes de catequinas, como a EC, EGCG
e galato de galocatequina (GCG), aumentam significativamente durante a
fermentacdo do cha; enquanto outras, como a galocatequina (GC), sdo formadas
principalmente pelo metabolismo microbiano, ndo estando presentes inicialmente no
cha (Lobo, Dias e Shenoy, 2017). A catequina EGCG é um dos compostos fenédlicos
mais abundante na kombucha (Vazquez-Cabral et al. 2017, Zhao et al. 2018; Cardoso
et al. 2020), e esta diretamente relacionada a capacidade antioxidante (Cardoso et al.
2020).

A atividade antioxidante das catequinas esta diretamente associada a sua
estrutura quimica; tem como mecanismo de agéo a transferéncia rapida de elétrons

para radicais induzidos por espécies reativas de oxigénio (Anderson et al., 2001), além
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de evitar a desaminagéao de radicais (Sutherland et al., 2006) e possuirem alto nimero
de grupos hidroxila, facilmente reativas (Zhao et al., 2001).

A composicao fendlica da kombucha, tanto para cha verde quanto preto, inclui
predominantemente os flavonoides (70,2 %), seguidos dos acidos fendlicos (18,3 %),
demais polifendis (8,4 %), lignanos (2,3 %) e estilbenos (0,8 %) (Cardoso et al. 2020).
Dessa forma, os flavonoides consistem em um grupo presente em altos teores na
bebida (lvaniSova et al. 2020; Wang et al. 2020), e apresentam um amplo espectro de
atividades quimicas e biologicas ja comprovadas, como potencial antioxidante,
antimicrobiano, modulagéo da atividade enziméatica e inibicdo da proliferagao celular
(Nyiew, Kwong e Yow, 2022).

O teor de flavonoides, expresso principalmente em equivalentes de quercetina
(EQ/mL), mostra uma tendéncia de aumento durante a fermentagdo do cha (Lobo,
Dias e Shenoy, 2017); esses flavondis possuem alto poder antioxidante, e
caracteristicas estruturais necessarias para a atividade de eliminagdo de radicais
livres, tendo como mecanismo de acao a doacao de um préton, tornando-se um radical
nao reativo e de baixa energia (Mariani et al., 2008).

Apo6s um periodo de fermentacdo de 7 dias a 22 °C em cha preto, a
concentragdo de compostos fendlicos totais (TPC) é predominantemente composta
dos &cidos galico, clorogénico, protocatecuico, p-cumarico, elagico, além de rutina,
vitexina, resveratrol e flavonoides. Compostos complexos sdo degradados em
moléculas menores durante a fermentacdo, alterando sua atividade biolégica
(lvaniSova et al.,, 2020). A compreensao de como ocorre esse processo de
biotransformacdo de compostos durante a fermentagdo ¢é crucial para o
estabelecimento de um perfil quimico que maximize as propriedades bioativas da
kombucha. Diversos outros compostos fenélicos bioativos foram relatados em alta
abundancia, como o acido 5-O-galoilquinico, quercetina 3-O-rhamnosil-ramnosil-
glicosideo, quercetina 3-O-glucosil-ramnosil-galactosideo, acido 3-[2-(carboximetil) -
3,4-dihidroxifenil] prop-2-endico, éacido 4-coumaroilquinico e 1-O-cafeoilquinico
(Cardoso et al. 2020).

Importante destacar que, mesmo antes da fermentagéo, o cha de C. sinensis
apresenta compostos fendlicos com atividade antioxidante consolidadas na literatura,
tais como flavondis, catequina, epicatequina, epigalocatequina, galato de
epicatequina, galato de epigalocatequina, teaflavinas, thearubiginas, que podem
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reduzir ou aumentar seus teores dependendo dos processos metabdlicos que ocorram
durante a fermentacgao (Lorenzo & Munekata, 2016).

O tratamento térmico reduz a atividade antioxidante e TPC na kombucha, nao
sendo um método de preservacao eficaz (Jayabalan et al., 2008; Ahmed, Hikal &
Abou-Taleb, 2020). Temperaturas préximas a 100 °C durante 10 min reduzem o
potencial em até 35,95%, apesar disso, altas temperaturas ndo causa variagcoes
significativas em parametros como o pH, acidez total e teor de proteina totais (Ahmed,
Hikal & Abou-Taleb, 2020).

2.3.3. Atividade antimicrobiana

A capacidade antimicrobiana na kombucha é relacionada principalmente ao
teor de acido acético (Kaewkod, Bovonsombut, e Tragoolpua, 2019); entretanto,
estudos tem demonstrado que o efeito é também oriundo de diversas outras
moléculas presentes no cha ou produzidas durante o processo de fermentacao. Essas
moléculas podem, ainda, ter seus efeitos potencializados por interacdes sinérgicas
com os acidos organicos produzidos (Morales, 2020). A presenga de compostos
fendlicos mesmo em baixas concentragbes, como catequinas, tem demonstrado alta
correlacdo com a atividade antimicrobiana (Cardoso et al. 2020), especialmente contra
os patégenos alimentares Escherichia coli e Salmonella.

O cha verde fermentado a 25 °C por 10 dias apresentou capacidade de inibir
o crescimento de Salmonella sp. (ATCC 14028), E. coli (ATCC 11219),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313), em
uma concentragao inibitéria minima (CIM) de 250 pL/mL. A atividade antimicrobiana
foi relacionada a presenca de compostos do grupo das catequinas e ao glicosideo
verbascosideo (Cardoso et al. 2020); este ultimo, além de potencial antimicrobiano,
possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais (Alipieva et al.
2014), sendo encontrado apenas no cha verde (Deribew, Endale e Melaku, 2018).

A atividade antimicrobiana aumenta com o tempo de fermentacdo (Mizuta et
al., 2020). Inibicao foi verificada para Staphylococcus epidermidis (CIP 106510), S.
aureus (ATCC 25923), Micrococcus Iluteus (NCIMB 8166), E. coli (ATCC 35218),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 278583), Salmonella Typhimurium (LT2), L.
monocytogenes (ATCC 19115) e Candida sp., com kombucha de cha verde
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fermentada por 21 dias; nas mesmas condi¢des, o cha preto fermentado apresentou
efeito apenas frente P. aeruginosa e Salmonella sp.; esse efeito é principalmente
devido ao ambiente acido gerado pelo acumulo de acido acético e/ou outros acidos
organicos, uma vez que, quando neutralizado o pH, a bebida possui atividade reduzida
ou inibida (Battikh et al., 2013).

Cha verde fermentado durante 14 dias demonstrou significativa atividade
inibitdéria contra espécies de Alicyclobacillus, como A. acidoterrestris, A. herbarius, A.
acidiphilus, A. cycloheptanicus e A. hesperidum em baixas concentragdes (0,195 %),
além de atividade bactericida em concentracées mais elevadas (6,25 — 25 %); ambos
efeitos foram reduzidos na kombucha fermentada por 7 dias, indicando que a
fermentacao e sua duracao afeta diretamente a atividade antimicrobiana da bebida,
possivelmente devido a menor producao de acido acético e demais acidos organicos
(Mizuta et al. 2020).

Para além do acido acético, outros acidos organicos presentes tém
demostrado potenciais como inibidores de crescimento microbiano. O acido ascorbico
em combinagdo com o 4cido latico inibiu o crescimento de E. coliO157: H7 (Tajkarimi
& Ibrahim, 2011); &acido glicénico apresentou atividade frente L. monocytogenes,
Salmonella Typhimurium, S. aureus e Enterococcus faecalis (Nieto-Penalver et al.,
2014); acido siringico inibiu o crescimento de Cronobacter sakazakii, € possui ainda
perfil antioxidante (Shi et al., 2016).

Além do conteludo &cido, a presenca de proteinas, antibiéticos, enzimas ou
diferentes metabdlitos sintetizados durante a fermentacéo potencializam a atividade
antimicrobiana (Battikh, Bakhrouf e Ammar, 2012; Bhattacharya et al. 2016). O teor
de isoflavonas agliconas, como glicitina, genistina, gliciteina e genisteina estao
associadas ao potencial de inibicao microbiana em kombucha; chas fermentados com
altas concentracdes desses compostos inibiram o crescimento de S. aureus, E. colie
Bacillus subtilis mesmo apo6s a neutralizacdo do pH da amostra, excluindo o efeito de
acidos, e evidenciando que os acidos, apesar de serem um dos principais compostos
produzidos, ndo sdo exclusivamente responsaveis pela atividade antimicrobiana
relatada (Tu et al., 2019).

Bacteriocinas produzidas por microrganismos isolados de kombucha, séo
descritas como potenciais antimicrobianos; em Lactobacillus plantarum foi identificada
e isolada uma bacteriocina (SLG10) com efeitos bactericidas contra B. subtilis,
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Bacillus cereus, B. megaterium, Micrococcus luteus, Brochothrix thermosphacta,
Clostridium butyricum, S. aureus, Listeria innocua, L. monocytogenes e E. coli, que
provoca o efluxo de ions de potassio pelo aumento da permeabilidade da membrana
celular, que consequentemente causa morte da célula; essa bacteriocina possui ainda
efeito sob a formagédo de biofilme em S. aureus e atividade antifungica contra
Aspergillus niger, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, em determinadas
condigdes (Pei et al., 2020).

De forma geral, a comunidade bacteriana acética é a principal responsavel
pela produgao de acidos organicos, por meio da conversao de agucares e alcoois, sua
concentragdo na amostra esta relacionada a altos teores desses compostos (Gomes
et al., 2018). Compreende-se que, a composicdo e dinamica da comunidade
microbiana interfere diretamente ou indiretamente no perfil funcional do cha, e seu
perfil esta relacionado a producéo de diversos metabdlitos com atividades bioldgicas
(De Filippis et al., 2018).

2.3.4. Outros beneficios associados

Diversos beneficios do consumo regular da kombucha foram relatados, além
de antioxidante e antimicrobiano, tais como atividade anti-inflamatéria,
anticancerigena, aumento da imunidade, e estdo relacionados principalmente a
presenca de polifendis e acidos organicos (Vijayaraghavan et al. 2000). Ainda séo
relatadas o seu potencial em inibir a peroxidacao lipidica (Yang et al. 2009), reducao
dos efeitos tdxicos em hepatdcitos causados por hidroperoxido de terc-butil (TBHP)
(Bhattacharya, Gachhui e Sil, 2011), inibicdo da enzima araquidonato 5-lipoxigenase
(5-LOX) produtora de leucotrienos, reducao da proliferacao de linhagens celulares de
cancer de mama humano (MCF-7) e cancer de colon humano (HCT-116) (Villarreal-
Soto et al. 2019), reducao do dano oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio aos
macréfagos ativados (THP-1) (Vazquez- Cabral et al. 2017) e reducdo de danos
oxidativos em linhas de células de fibroblastos (Gaggia et al. 2019), entre outras.

A maioria dos estudos sobre efeitos biolégicos associados ao consumo da
kombucha sao realizados por meio de testes in vitro (Morales, 2020), contudo, alguns
autores realizaram experimentos com modelos animais para verificar o efeito
cardioprotetor e influéncia no infarto miocardio (IM) induzido por isoproterenol (ISO)
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em camundongos; observaram redugéo dos efeitos do IM; os autores associaram a
eliminagao de ROS, reducéo de lipidios, modulagao de glicoproteina e estabilizagao
de membrana miocardica como possiveis mecanismos (Lobo, Sagar e Shenoy, 2017).

Outro teste em modelo animal buscou verificar o efeito da kombucha na
atividade de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), além de
analisarem a influéncia nos niveis de malondialdeido (MDA), um produto secundario
da oxidacéo lipidica; os testes foram realizados em camundongos apds o0 consumo do
cha fermentado por Gluconacetobacter sp. produtor de DSL; os autores verificaram
aumento de SOD e diminuicdo de MDA ap6s o consumo (Yang et al. (2009). O
aumento na atividade de SOD também foi observado por Bellassoued et al. (2015),

que favoreceu um efeito hipocolesterolémico em ratos.

2.4. Composicao e diversidade microbiana

Analises microbiolégicas por meio de técnicas moleculares tém sido
empregadas para identificar as espécies de bactérias e leveduras presentes durante
o processo de fermentacdo em diferentes estagios da fermentacdo de kombucha
(Marsh et al., 2014; Reva et al., 2015; Coton et al., 2017; De Filippis et al., 2018;
Gaggia et al., 2019; Leech et al.,2020; Arikan et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2020).
Esses estudos, corroboram com uma composicado microbiana altamente diversa e
variavel entre as amostras analisadas, tanto no perfil de espécies, quando na
abundancia relativa de cada uma delas, além da estruturacdo de dominéncia no
inbculo; essa comunidade é responsavel pela manutengdo das propriedades
benéficas do cha (Chakravorty et al., 2016).

Em geral, leveduras produzem etanol, utilizado como substrato para producgao
de acido acético pelas bactérias acéticas (BAA); dessa forma, cria-se um ambiente
desfavoravel para outros grupos microbianos, favorecendo as espécies de interesse
para a fermentacao da bebida (Liu et al. 1996). Ainda, BAA convertem os aglcares e
o etanol em outros &cidos organicos, além de produzirem os polimeros extracelulares
que compdem a pelicula celulésica (SCOBY); a oxidacdo do etanol, ocorre
principalmente em ambientes acidos (Gomes et al. 2018).

A microbiota de bebidas fermentadas como kombucha, é dominada por
espécies da familia Acetobacteraceae (Leech et al. 2020); que correspondem a até
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99 % da microbiota (Arikan et al. 2020; Gaggia et al. 2019). Nessa bebida,
predominam os filos Proteobacteria (48,9%) e Firmicutes (28,2%), além de espécies
associadas as fermentacdes produtoras de alcool, como Saccharomyces eubayanus
(2,7%), Brettanomyces bruxellensis (5,2%), Hanseniaspora valbyensis (9,3%) e
Oenococcus oeni (5%). A fermentagao € dominada principalmente por Gluconobacter
oxydans (5%), Acetobacter cerevisiae (2,5%) e Komagataeibacter rhaeticus (2%); é
comum a interacao entre os géneros Acetobacter e Komagataeibacter, onde K. xylinus
ocorre com A. okinawensis, enquanto K. rhaeticus esta associada a presenca de A.
senegalensis (Leech et al. 2020).

A dinamica populacional de leveduras no cha fermentado obedece a um
mecanismo complexo, com a sucessao de espécies dominantes que variam durante
o processo fermentativo. Incluem, entre outras, espécies dos géneros
Zygosaccharomyces sp., Brettanomyces/Dekkara sp., Saccharomyces sp., Candida
sp., Pichia sp., Saccharomycoides sp., Wallemia sp. e Schizosaccharomyces sp.
(Marsh et al. 2014; Reva et al. 2015; Chakravorty et al. 2016). Inicialmente
predominam espécies fermentativas osmotolerantes, como Zygosaccharomyces spp.
e Schizosaccharomyces pombe; apos, sdo dominadas por linhagens acidotolerantes,
como Brettanomyces spp. e Candida stellata (Teoh, Heard e Cox, 2004). Algumas
bactérias do 4cido latico (BAL) também sao descritas na kombucha, como Bacillus
coagulans, Lactobacillus nagelii e Lactobacillus mali (Yang et al. 2022), apesar de
normalmente ndo estarem presentes em grandes populacdes (Teoh, Heard e Cox
2004).

Como uma das principais espécie relacionadas a producdo de celulose
bacteriana (CB) e altos teores de acido acético, K. rhaeticus, possui vantagens sobre
outras espécies microbianas presentes no ambiente (Yamada et al., 2012), e é
frequentemente relatada como pertencente da microbiota core em kombucha (Santos
et al., 2014; Semjonovs et al., 2017). Por sua vez, Z. bailli possui alta tolerancia a
estresses ambientais e, portanto, cresce em ambiente com teores de acido acético e
que normalmente inibe o crescimento de outras espécies potenciais competidoras
(Dang et al., 2009). Para o sucesso da interacdo entre essas duas espécies, Z. bailii
metaboliza a sacarose para produzir glicose e frutose (Merico et al., 2003), que séo
utilizadas prontamente por K. rhaeticus para a producao de celulose (Chang et al.,
2001).
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Em alguns casos, com a modulacado de condi¢des de fermentacdo, como a
temperatura, é possivel selecionar espécies dominantes no inéculo, apesar disso,
geralmente espécies de Komagataeibacter (90 %) dominam apds 7 dias independente
da temperatura de fermentacdo; K. xylinus domina a 20 ° C, enquanto K.
saccharivorans prevalece a 30 °C (De Filippis et al., 2018). Komagataeibacter ocorre
em abundancia durante todo o processo, enquanto espécies de Acetobacter tendem
a diminuirem até cerca de 3-5% em 21 dias, assim como espécies de Firmicutes e
Actinobacteria, favorecidas em fermentagdes de acima de 30 °C (De Filippis et al.,
2018). A dominancia de Komagataeibacter também foi verificada por Reva et al.
(2015), onde K. xylinus prevaleceu (96,8 %), seguido por K. intermedius (4,9 %).

Sabe-se que, a populacao bacteriana no SCOBY (fase sélida) € maior do que
no cha (fase liquida) (Chakravorty et al. 2016; Villarreal-Soto et al., 2020) enquanto as
leveduras estdo presentes sobretudo na fase liquida (Villarreal-Soto et al., 2020).
Analises metagenOmicas revelaram que a microbiota de trés comunidades kombucha,
artesanais e industrializadas da Frangca possuem os filos Actinobacteria e
Proteobacteria presentes, tendo Acetobacteraceae como familia dominante de
bactérias e Saccharomycetaceae e Schizosaccharomycetaceae dominante para
leveduras; os géneros bacterianos mais identificados sdo Komagataeibacter,
Gluconacetobacter, Gluconobacter e Acetobacter; em nivel de espécie K. rhaeticus
(16—49 %) é a bactéria predominante no SCOBY e K. xylinus (16 %) no cha (Villarreal-
Soto et al., 2020).

Apesar disso, a estrutura da comunidade microbiana do SCOBY, nem sempre
difere significativamente da comunidade presente no chd, sobretudo nos dias iniciais
de fermentacao; Gaggia et al. (2019) verificaram altas semelhancgas (99-100 %) entre
os isolados da fase soélida e liquida em seus estudos. Grandes concentracoes de BAA
foram relatados, e atribuidos principalmente a Komagataeibacter spp. €
Gluconobacter spp., tendo K. intermedius abundante tanto no cha preto, quanto no
verde como substrato e K. rhaeticus sobretudo ap6s 14 dias de fermentacdo em cha
verde; o perfil de leveduras, foi dominado por Zygosaccharomyces parabailli e
Brettanomyces bruxellensis, esta ultima com destaque apés 14 dias de fermentacao
(Gaggia et al., 2019), sendo frequentemente isolada em ambientes com alto teor de
etanol (Souza Liberal et al., 2007).
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As trés amostras analisadas por Villarreal-Soto, et al. (2020) possuem um
perfil de leveduras semelhante, exceto pela auséncia de Schizosaccharomyces
pombe no cha de kombucha industrializada; em geral, os géneros de leveduras séao
compartilhados por todas as amostras, Candida, Zygosaccharomyces, Brettanomyces
e Schizosaccharomyces, sendo os dois Ultimos predominantes com B. bruxellensis
(29 %) e S. pombe (16 %). Esses dados diferem do perfil relatado por Chakravorty et
al. (2016), onde Candida sp. foi dominante, e ndo foram relatas espécies de
Brettanomyces ou Schizosaccharomyces Embora sejam descritas espécies
dominantes no microbioma kombucha, diversos estudos destacaram a diversidade
deste perfil, que € influenciado pela origem geografica e as diferentes condigdes de
fermentacao impostas (Teoh et al., 2004; Marsh et al., 2014; Reva et al., 2015; Coton
et al., 2017).

Durante o cultivo escala industrial, a fermentacdo da kombucha é submetida
a diferentes parametros de estresse, como oxigenacao, distribuicdo de agucar e area
de superficie do biofilme, essas condicbes podem resultar em um perfil microbiano
distinto (Coton et al., 2017). O perfil BAL, em um processo industrial, € dominado por
Liquorilactobacillus nagelii (Lactobacillus nagelii), L. satsumensis e Oenococcus oeni,
sobretudo para o Ultimo; mesmo nessas condi¢cdes, as BAA correspondem
principalmente pertencentes aos géneros Acefobacter, Gluconoacetobacter,
Gluconobacter e Tanticharoenia, com as espécies Gluconobacter oxydans,
Acetobacter okinawensis, A. tropicalis, A. syzygii e Gluconacetobacter europaeus;
enquanto as leveduras sao abundantes as espécies Dekkera anomala, B.
bruxellensis, = Hanseniaspora  valbyensis, = Zygotorulaspora  florentina e
Zygosaccharomyces bailii; todas essas espécies ocorrem simultaneamente
independente das condicbes ambientais, indicando que existe uma forte relacéao
simbidtica entre elas (Coton et al., 2017).

Estudos metagendmicos realizados por sequenciamento do tipo Shotgun tém
fornecido dados importantes sobre a dinamica populacional da kombucha e a
caracterizagao funcional dos genes microbianos (De Filippis, Parente e Ercolini, 2017).
Em duas amostras de kombucha artesanal provenientes da Turquia, oito diferentes
filos bacterianos foram identificados: Acidobacteria, Actinobacteria, Armatimonadetes,
Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Proteobacteria e Verrucomicrobia,
sendo 0 microbioma dominado por espécies de Proteobacteria (> 99 %);
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Acetobacteraceae (99 %) foi a familia mais abundante, com 99,3 % referentes ao
género Komagataeibacter; em relacdo as leveduras, o filo Ascomycota (>80 %)
mostrou-se dominante, com > 99 % das sequéncias atribuidas ao género
Zygosaccharomyces; as especies K. rhaeticus e Z. bailli foram as mais abundantes
(Arikan et al., 2020). O perfil de género descrito é semelhante ao verificado por Marsh
et al. (2014), com mais de 90 % correspondendo a Gluconacetobacter
(Komagataeibacter) e mais de 95 % a Zygosaccharomyces. Dessa forma, essas
analises fornecem informacbes detalhadas para essas comunidades em diversos

ambientes.

2.5. Analise metagenémica

Apbés avancgos tecnoldgicos em sequenciamento molecular de alto
rendimento, tem sido possivel identificar de forma precisa as popula¢gées microbianas,
incluindo presentes nos alimentos e bebidas fermentadas (Leech et al, 2020). A
analise metagenémica pode ser aplicada tanto na fase liquida, quanto na fase soélida,
dessa forma, a diversidade e dinamica das popula¢des microbianas presentes no cha
fermentado podem ser determinadas em sua totalidade. Alguns estudos, determinam
perfil microbiolégico apenas no cha fermentado (Bellut et al., 2018; Nguyen et al.,
2015; Zhao et al., 2018), enquanto outros, também caracterizarem a microbiota do
SCOBY, entretanto, de forma geral, ndo descrevem a abordagem especifica para sua
homogeneizacéo da pelicula (May, et al., 2017; Tran et al., 2020).

2.5.1. Fase liquida

A fase liquida (FL) corresponde a porcao do cha fermentado. O isolamento do
DNA metagendémico da FL é realizado por meio de diferentes técnicas, kit e/ou
protocolos de extracdo, que normalmente seguem de acordo com o recomendado
pelo fabricante, com algumas adaptacdes. Arikan, et al., (2020) utilizaram o DNeasy
PowerFood Microbial Kit, com 500 mL de ché centrifugado a 6.000 rpm/15 min; o pellet
lavado duas vezes com 2 mL de tamp&o TE (solugéo de Tris-HCI (1M, pH: 8,0) / 20mL
de EDTA (0,5 M, pH: 8,0), centrifugado a 13.000 rpm/5 min e incubado em 1mL de
tampao TES, com as enzimas liticase (250 U), mutanolisina (25 U) e lisozima (1000
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U) a 37°C/1h para digestdo enzimatica; foi novamente centrifugada a 6.000rpm/15
min; o novo pellet foi dissolvido em 450 puL de tampéo de lise (disponivel no kit) e
transferido para tubo com microesferas; em seguida, foi adicionado polivinilpirrolidona
(PVP, 2%), e incubado a 70°C/1h, com agitacdo a cada 10 minutos.

O mesmo kit de isolamento (DNeasy PowerFood Microbial Kit), foi utilizado
por Marsh et al., (2014),que realizaram a caracterizacdo de SCOBY oriundos de
diversos paises; apds centrifugagdo a amostra foi ressuspensa em 450 pl de tampéao
de lise, e submetido a digestdo com mutanolisina (100 U/ml) e lisozima (50 pyg/ml) a
37°C/1 h, e proteinase K (250 pg/ml) a 55°C/1 h, em seguida incubada por 10 min a
70°C, e lise mecénica com o batedor de esferas Qiagen Tissue Lyser Il. Esse kit
resulta em DNA de maior pureza de extracdo (Singh, et al., 2020), e possui
desempenho superior se comparados a outros kits de isolamento de DNA para
estudos metagnémicos (Jana, et al., 2020).

No isolamento realizado por Coton et al. (2020), uma amostra de 10mL foi
centrifugada a 8800 rpm a 4 °C; usando o DNeasy Blood and Tissue Kit, isolaram DNA
metagendémico ressuspenso em 400 uL de solugao de lise Tris-HCI (20 mM, pH: 8,0),
EDTA (2 mM), Triton X-100 (1,2%), lisozima (20 mg/mL), liticase (200 U) e incubado
a 37°C/3h; foram tratadas com proteinase K (20 mg/mL) ou RNAse A (10 uL de 1
mg/mL) em 200 pL de tampéo disponivel no kit; e em seguida incubadas a 56°C/1 h
com agitacdo. Alguns autores nao realizam modificacdes no procedimento proposto
pelo fabricante, como o isolamento realizado por De Filippis et al., (2018), que consiste
na extracdo do DNA utilizando o Biostic Bacteremia Kit, a partir do pellet obtido da
centrifugacédo de 2 mL do liquido por 2 min; e Chakravorty et al. (2016), que seguiram
as recomendacdes sem adaptacdes com o QIAamp DNA stool mini Kit para isolar
DNA bacteriano em 200mL de cha centrifugado; para leveduras foi combinado ao
protocolo usando Zymolyase.

O isolamento metagen6émico realizado por Villarrel-Soto et al., (2020) utilizou
o kit de extragdo Geneall Exgene Soil SV, com 50 mL de cha, que foi centrifugado
(5000 rpm/10 min) em temperatura ambiente, e teve o pellet ressuspenso em 550 L
de tampéao SL, 90 uL de lisozima (50 mg/mL) e 50 yL de mutanolisina (100 yL/mL),
apo6s incubado a 60°C/15 min com agitacdo, em seguida, foi adicionado 28 uL de

proteinase K e incubado por 15 min com agitagao; o material foi transferido para o



35

Qiagen Tissue Lyser Il por 10 min a 20 oscilagdes/s, segundo as recomendagdes do
fabricante.

Leech et al.,, (2020) caracterizam a microbiota de diferentes alimentos,
incluindo kombucha, com o isolamento pelo GeneAll Exgene Kit, onde 50 ml da
solucao foram centrifugados a 10.000 rpm/10 min, em temperatura ambiente; o pellet
foi suspenso em 550 pl de tampao SL e 33 ul de proteinase K, e incubados a 55 °
C/30 min, e incubadas em Qiagen TissueLyser Il por 10 min a 20/s, para otimizacao
da extracao, de acordo com as instru¢cdes do protocolo do fabricante. A abordagem
de Chakravorty et al. (2015), utilizaram o QIAamp DNA stool mini Kit, como
recomendado pelo fabricante; exceto que, apos centrifugacédo (4588 rpm/6 min), o
pellet foi incubado a 65°C com 4 mL de tampao ASL e 1,5 comprimidos de InhibitEX
por 4,5 h.

Em Gaggia et al., (2019), o Wizard Genomic DNA Purification Kit foi utilizado
para a extragdo metagendbmica, onde 100 mL do cha foram centrifugados
(10.000rpm/10 min) e os pellets suspensos em 500 pL de agua e 500 pL de Y-PER,
logo apéds, foram submetido a lise mecanica e fisica, com 0,2 g de esferas de vidro em
vértex por 10 min e incubado a 95°C por 10 min, respectivamente; a amostra foi
reidratado com 50 pL de solucao de reidratacdo e incubada a 65°C por 1 h, e seguiu-

se com a purificagao.

2.5.2. Fase sélida

Para isolar o DNA metagendmico da comunidade microbiana que compde o
SCOBY, geralmente sdo necessarias abordagens especificas para a
homogeneizagcdo da amostra; os estudos diferem quanto as metodologias
desenvolvidas (Tabela 1). De acordo com métodos aplicados por Arikan et al., (2020),
logo apo6s a formacgéao, o SCOBY deve ser rompido e homogeneizado em 200 mL de
tampao de acetato (1M, pH: 5) em misturador durante 30 s; em seguida, adicionadas
500 U de celulase para nova homogeneizacéo; a amostra é incubada a 40 °C por 1
hora e centrifugada a 6.000 rpm/15 min, tendo o sobrenadante descartado, e o pellet
tratado como o desenvolvido na fase liquida.



Tabela 2. Variagdes no preparo de amostras de SCOBY de fermentacdo kombucha para anélise metagenoémica.
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Amostra o Incubacéao Centrifugacao A
() Homogeneizacéao (2C/h) (rom/min) Referéncia
200mL de tampéo de acetato/30s; 500mL de celulase; em mistu- ,
NE rador durante/ 30s 40/1 6.000/15 Arikan, et al. (2020)
5 50 ml de diluente de recuperacao maxima (MRD)/20 min - 10.000/10 Leech et al. (2020)
0.8 500 pL de agua estéril; fragmentacao i 5.000/10 Villarreal-Soto et al.
(2020)
1,5 3 mL de agua desionizada; 200 mg/mL de celulase 27/12 10.000/5 Ga%g'; S; al,
NE Solugéo salina tamponada com fosfato; Stomacher/1min - 12.000/2 De Félé%qlg)et al.
20 Ultra-turrax/60s; Stomacher/15 min - 8800/NE Coton et al. (2017)
750 pL de celulase; 25 mL de agua destilada/30 min; 5 mL de _ Chakravorty et al.
Todo tamp&o de sorbitol; DTT; zimoliase 30/10; 30/45 4588/6 (2x) (2016)
Todo 25 mL de agua destilada em vértex/45 min i 4.588/6 Chakr(az"g{g’) etal,
750 pl de tampéao de lise/5 min; 40 pl de lisozima; 10 ul de protei- .
NE nase K: 200 yil de SDS (20%) 37/0,5; 65/2 NE Reva et al. (2015)
0,25 0,3 g de esferas de vidro; 750 ul de celulase; Qiagen TissuelLyser 40/1 i Marsh et al. (2014)

[1/10 min

NE: N&o especificado; (-) Etapa néo aplicada.
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Homogeneizagdo em circulador Stomacher sao frequentemente descritas.
Coton et al., (2017), utilizou 20 g do SCOBY tratadas em Ultra-turrax durante 1 min a
14.000 rpm e entao transferidas para circulador por 15 min, para recuperacao de uma
amostra liquida de 10mL, que foi tratada como na fase liquida. De Filippis et al., (2018)
lavou fragmentos de SCOBY com agua deionizada estéril, e apos, diluiram (1:10) em
solucado salina tamponada com fosfato (pH 7,4) com homogeneizagédo em Stomacher
por 1 min em 230 rpm a temperatura ambiente, o pellet obtido apos centrifugacao
(12.000 rpm/2 min) foi tratado como fase liquida. A aplicacao de Stomacher também
foi adotada por Leech et al., (2020), em 5 g de SCOBY e 50 ml de diluente de
recuperagdo maxima (MRD) estéril, para homogeneizagao por 20 min.

Marsh et al., (2014), utiliza para a extracdo do DNA a partir do SCOBY, um
total de 0,25 g de amostra recém-formada, lavadas em agua estéril; em seguida, 0,3
g de esferas de vidro estéreis e 750 ul de celulase sao adicionados, em seguida
centrifugadas e mecanicamente lisada em Qiagen TissueLyser Il por 10 min; apds
incubada a 40 ° C/1h; o pellet é ressuspenso em 450 uL de tampao pré-aquecido e
segue-se a extracdo como na fase liquida. Semelhante ao que foi realizado por
Gaggia et al., (2019), onde 1,5 g de SCOBY foi fragmentado e suspenso em 3 mL de
agua deionizada e 200 mg/mL de celulase, posteriormente incubadas overnight a
27°C e centrifugadas (10.000rpm/5 min).

Para a homogeneizacao, Chakravorty et al. (2016), incubou todo o SCOBY
em 750 uL de celulase e 25 mL de agua destilada estéril em temperatura ambiente
por 30 minutos, apds a amostra foi centrifugada (4588 rpm/6 min) e ao pellet foram
adicionados 5 mL de tampéao de sorbitol (Sorbitol 1M, Tris 50 mM pH: 7,5), DTT (30
mM) e incubados a 30°C/10 min e centrifugado; apés foram ressuspenso em 5 mL de
tampao sorbitol / DTT (2mM) e incubados com zimoliase (400 U) a 30°C/45 min, e
entdo seguido o protocolo do fabricante.

Em alguns casos, ndo séo utilizados solventes para homogeneizacao do
SCOBY. Em Villarreal-Soto et al., (2020), as extracoes para 0,8 g de SCOBY, foram
apenas lavados em 500 pL de agua estéril e fragmentados antes da extragéo de fase
liguida. Semelhante ao aplicado por Chakravorty et al. (2015), que adicionaram 25 mL
de 4gua destilada que foi agitada em vértice por 45 minutos, a amostra foi entao

centrifugada e aplicada a extracao.
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A maioria dos estudos, utiliza a mesma técnica de isolamento de DNA para a
fase liquida e sélida. Entretanto, nos ensaios de Reva et al., (2015), foram utilizadas
abordagens distintas para as duas fases, sendo o innuSPEED Kit e método de lise
suave, para o cha e SCOBY, respectivamente. Na lise suave a amostra é
homogeneizada com 750 uL de tampéao de lise (100 mM de Tris-HCI, 100 mM de
EDTA de sddio, 1,5 M de NaCl, brometo de hexadecilmetilaménio (CTAB, 1%), pH 8)
em vortex por 5 min; em seguida adicionada 40 uL de lisozima (50 mg/ml =) e 10 pL
de proteinase K (10 mg/mL ~') e incubadas a 37°C/30 min; em seguida, é adicionado
200 pL de SDS (20%) e incubado a 65°C/2 h com agitagdo a cada 30 min; apds
centrifugagéo, os pellets foram reextraidos,; e lavados com etanol (70%) e suspensos
em 50 uL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA sdédico 1 mM, pH: 8,0) (Gabor et al.,
2003).

2.6. Papel da composicao e perfil da comunidade na producao de compostos
bioativos

A comunidade microbiana presente na kombucha resulta na producao da
grande diversidade de metabdlitos secundarios durante o processo de fermentacao;
esses compostos possuem importantes potenciais biolégicos, e o perfil e dindmica
populacional dessas espécies de bactérias e leveduras revela influéncia significativa
nas propriedades benéficas do cha fermentado (Villarreal-Soto et al., 2020).

Espécies de bactérias do acido acético (AAB) promovem a conversédo de
acucares e alcoois em acidos orgéanicos, como 4cido glicénico e ascoérbico (Gomes, et
al. 2018). Entre as principais espécies de AAB presentes na kombucha,
Gluconobacter oxydans é associada a altos teores de acido glicbnico, e sua producao
ocorre pela oxidacao direta de D-glicose por duas glicose desidrognases (GDHs), uma
GDH citoplasmatica dependente de NAP+e uma GDH dependente de pirroloquinolina
quinona (PQQ) ligado a membrana; sabe-se ainda que esta ultima GDH possui
rendimento 30 vezes maior que a GHD citosoélica e a conversao ocorre principalmente
no espaco periplasmatico (Sainz et al., 2016).

O &cido ascérbico (vitamina C) é produzido a partir de um intermediario
oxidado por cepas de Gluconobacter sp., como G. oxydans; o composto é obtido a
partir da conversao oxidativa de D-sorbitol em L-sorbose através de duas enzimas
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ligadas a membrana, a glicerol desidrogenase dependente de PQQ e a sorbitol
desidrogenase dependente de FAD* (Saichana et al., 2015). Esse metabdlito
normalmente esta presente em niveis elevados no kombucha preparado a partir do
cha preto (Kaewkod, Bovonsombut, & Tragoolpua, 2019).

Comunidades microbianas distintas apresentam cinética de fermentacéo e
sucessdes metabibticas relativamente diferentes (Villarreal-Soto et al. 2020). Um
maior consumo de acgucar e producao de etanol é relatado em consoércios contendo
Brettanomyces bruxellensis, sendo observado o consumo completo do agucar em 12
dias de fermentacao; além disso, a ocorréncia de Schizosaccharomyces pombe
garante uma melhor utilizagdo da fonte de carbono, sem haver, no entanto, diferencas
significativas nas concentracdes de acido acético entre amostras produzidas a partir
de diferentes indculos. A producdo de acidos organicos totais é significativamente
maior na presenca de Brettanomyces bruxellensis (Villarreal-Soto et al. 2020), a
levedura ainda é associada a sintese de compostos fendlicos (Villarreal-Soto et al.
2020).

O perfil biolégico de chas obtidos com consércios que possuem maior
abundancia relativa de Komagataeibacter xylinus nas fases soélida e liquida e
Schizosaccharomyces pombe na fase liquida, demonstraram maior atividade anti-
inflamatoria (de até 44,5%), em testes utilizando a enzima 15-lipoxigenase (15-LOX),
bem como atividade antiproliferativa em linhas de células tumorais humanas
(Villarreal-Soto et al. 2020). Segundo Malbasa et al. (2011), quanto mais
filogeneticamente proximas sdo as espécies presentes na comunidade da kombucha,
menor a variagdo no perfil bioativo do cha, mesmo considerando-se inoculos de
diferentes regides geograficas.

Dentre as importantes interagdes entre bactérias e leveduras do consércio
microbiano da kombucha, destaca-se o favorecimento do crescimento de
Zygosaccharomyces bailii pela bactéria Komagataeibacter rhaeticus. Este processo
acontece uma vez que K. rhaeticus carrega em seu genoma vias completas para a
biossintese de vitaminas do grupo B, como B1, B7 e B12 (Jayabalan et al. 2014; Arikan
et al. 2020); essas vitaminas s&o requeridas e utilizadas no crescimento de Z. bailli
(Stratford e Capell, 2003); além disso, a acidificacdo do ambiente decorrente da
producédo de acido acético e glicénico inibe potenciais competidores desta levedura
(Dang et al. 2009). Sabe-se, ainda, que Z. bailli possui vias e genes importantes para
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suplementacdo nutricional de outros microrganismos, como gama-aminobutirato
(GABA), que contribui para a tolerancia ao estresse oxidativo em Saccharomyces
cerevisiae (Coleman et al. 2001). Além disso, a dominancia de S. cerevisiae no indculo
favorece o aumento da atividade antioxidante do cha apds a fermentacao (Malbasa et
al. 2011).

Chaés pretos fermentados por Saccharomyces cerevisiae apresentam maior
atividade de reducao dos radicais livres e aumento no conteudo de vitamina e acidos
totais. Por outro lado, chas fermentados por Zygosaccharomyces sp. apresentam
capacidade antioxidante e teor de vitamina C reduzidos em comparagdo a chas
fermentados por culturas mistas (Malbasa et al. 2011). Sugere-se que Z. bailii, quando
em cultura simples, esteja envolvido em processos importantes para o sabor da
bebida, por meio da liberacdo de compostos aromaticos (Murugesan, Angayarkanni,
e Swaminathan, 2002).

Para cha fermentado a partir de uma comunidade microbiana sintética de
Acetobacter pasteurianus, Komagataeibacter xylinus e Zygosaccharomyces bailii,
observa-se na fase inicial da fermentacao rapida diminuicdo no teor de acucar apés
os dois primeiros dias; com altos teores dos acidos glicbnico, glicurénico e acético
para o cha dessa comunidade. A presenca de A. pasteurianus foi associada a
producéo de altas concentragdes de acido glicbnico e uma pequena concentracao de
acido acético no produto final, o que poderia contribuir com maiores beneficios a
saude e sabor mais aceitavel pelos consumidores.

Uma variacdo na abundéancia de espécies, mesmo que do mesmo género,
pode desempenhar variagbes significativas nos conteudos de &cidos e polifendis
durante o processo fermentativo (De Filippis et al. 2018). A dominancia de
Komagataeibacter saccharivorans (Gluconacetobacter saccharivorans) esta
associada a concentragcbes de 4cido gliconico e acido glicurénico mais elevadas em
comparacdo a dominancia de K. xylinus (G. xylinus) no consorcio microbiano; por
outro lado, altos teores de polifendis sao relatados quando K. xylinus é dominante. A
manutencdo da relagdo entre essas espécies pode ser obtida controlando-se a
temperatura de fermentagdo, uma vez que K. xylinus prevalece a 20 °C, enquanto K.
saccharivorans, a 30 °C (De Filippis et al. 2018). Em 30 °C também é relatada uma

maior diversidade microbiana no biofilme, que pode favorecer a metabolizacéo e,
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consequentemente, a biotransformagdo de polifendis pela atividade enzimatica
microbiana (Jayabalan et al. 2007).

Nguyen et al. (2015) verificaram que a simbiose entre Komagataeibacter
intermedius e a levedura Dekkera bruxellensis resulta em altos teores de acido
glicurénico apés 7 dias de fermentagéo. Estudos destacam que a eficiéncia energética
na producado de etanol por B. bruxellensis € maior quando comparado com
Saccharomyces cerevisiae, utilizado frequentemente na industria (Blomqvist et al.
2012), que favorece a fermentacdo de K. intermedius na producdo do &cido
glicurénico. Além disso, a levedura estimula a via do glucuronato pela inibicdo do
metabolismo da glicélise na bactéria (Freer, Dien e Matsuda, 2003).

Apesar de presentes em baixas concentragdes e nao serem essenciais para
o processo de fermentacdo da kombucha, BAL podem desempenhar papéis
importantes no rendimento e producédo de compostos de interesse (Yang et al. 2010;
Nguyen et al. 2015b). A presenga de Lactobacillus sp. pode influenciar positivamente
o crescimento de Gluconacetobacter sp. Essa maior concentragdo promove o
aumento da producao de acido-D-sacarico-1,4-lactona (DSL) (Yang et al. 2010), o que
indica a presenca de acido glicurénico, uma vez que ambos tém origem na via do
glucuronato (Hoffmann, 2000).

Tais resultados ajudam a elucidar o papel da dindmica microbiana nas
caracteristicas funcionais da kombucha; entretanto, esse tipo de abordagem poderia
ser explorado de forma mais abrangente, combinando ferramentas de metagenémica
e metabolémica (Arikan et al. 2020). Assim, os resultados obtidos permitiram uma
melhor compreensao acerca da funcao das espécies da microbiota da kombucha,
possibilitando um melhor controle da fermentacao e da qualidade do produto final.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Descrever o papel da estrutura e interagdes da comunidade microbiana no
perfil quimico e de atividade biologica (antioxidante e antimicrobiana in vitro) no
processo de fermentacdao de kombuchas produzidas utilizando diferentes SCOBY
brasileiros.

3.2. Objetivos especificos

. Coletar in6culos de kombucha de diferentes regides do Brasil, para
compor um Banco de SCOBY brasileiros;

. Caracterizar a comunidade microbiana de kombuchas produzidas
utilizando os SCOBY selecionados por metagenémica tipo Shotgun;

o Analisar a estrutura e o perfil quimico apés o processo fermentativo;

. Selecionar os melhores SCOBY com base no perfil bioldgico e espécies
de interesse;

o Correlacionar dados sobre a estruturacdo da comunidade microbiana e
o perfil bioativo apdés o processo fermentativo (atividades antimicrobiana e

antioxidante in vitro).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao das culturas iniciais e condicoes de fermentacao

Trinta (30) SCOBY de kombucha com aproximadamente 200 mL de cha de
arranque foram obtidos de produtores artesanais e industriais de kombucha de
diferentes regides do Brasil, segundo Venturim (2022). Para todas as analises, as
bebidas produzidas foram padronizadas conforme recomendacées do fornecedor do
cha. Um litro de agua filtrada esterilizada (121 °C por 15 min) foi aquecido a 80 °C e
adicionado de 8 g (0,8 % m/v) de cha verde (The Kombucha Hub®); a mistura foi
mantida em infusao durante 10 min. Ap6s a remocéao das folhas de cha, 80 g (8 %) de
sacarose foram adicionados, misturando-se até completa dissolucdo. Uma vez
resfriado a temperatura ambiente (26 + 2 °C), o cha adogado foi acrescido de 10 %
(1:10) de cha de arranque (cultura starter) e SCOBY (aproximadamente 3 cm?) de
cada amostra analisada. O recipiente foi recoberto com toalha de algodao de modo a
se manter uma condicao de aerobiose no decorrer do processo fermentativo. Todos
0s experimentos foram realizados em triplicata. As culturas foram fermentadas a 25
°C durante 21 dias (Villarreal-Soto et al., 2020). Como controle, foram analisados o
cha nao fermentado (CNF).

4.2. Analise de composicao bioativa
4.2.1 Conteudo de compostos fendlicos totais (TPC)

As amostras foram previamente preparadas centrifugando-se 2 mL da bebida
a 8.000 rpm por 5 min; em seguida, 500 yL do sobrenadante foi diluido em agua
ultrapura (1:3, v/v), conforme Zhang et al. (2020). O teor de compostos fendlicos totais
do cha fermentado e ndo fermentado foi determinado no sobrenadante resultante da
centrifugacéo, de acordo com Tanticharakunsiri et al. (2020), com modificacoes. Para
0s ensaios em microplacas, 30 pL da amostra e 150 pL de reagente de fenol de Folin-
Ciocalteu a 10% (1:10, v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram adicionados
em cada po¢o, e a mistura foi mantida em repouso durante cinco minutos em ambiente
escuro, seguido da adicao de 120 pL de solugédo de carbonato de sédio (Na2CQOs, 7,5
%) e repouso durante 30 min em ambiente escuro. A absorbancia da solucao
resultante foi medida a 765 nm em leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific®,
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Waltham, MA, USA). Como controles, foram utilizados dgua ultrapura e cha verde nao
fermentado. Uma curva padréo (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 yg/mL) foi preparada
usando acido galico para calculo do conteudo fendlico, expressos como ug de

equivalentes de acido galico por mL de amostra (ug EAG/mL).

4.2.2. Conteudo de flavonoides totais (TFC)

O conteudo de flavonoides foi determinado de acordo com Anantachoke et al.
(2016), pelo ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio. Em um microtubo de 1 mL,
foram adicionados 160 pL de agua destilada, 40 pL de amostra do cha e 15 yL de
nitrito de sédio (NaNOz2, 5%); apo6s, a mistura foi mantida em repouso durante 5 min;
entdo, 24 uL de cloreto de aluminio 6-hidrato (AlCI3.6 H20, 10%) foram acrescidos e
a mistura incubada por 6 min. Em seguida, foram adicionados 80 uL de hidréxido de
sédio (NaOH, 1 M) e 80 pL de agua destilada, seguido de homogeneizagédo. Desta
mistura, 250 pL foram transferidos para pocos de microplacas de titulacdo. A
absorbancia do sobrenadante foi medida a 415 nm em leitor de microplacas (Thermo
Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). Como controles, foram utilizados agua
ultrapura e cha verde nao fermentado. O contetdo de flavonoides foi calculado a partir
da curva padrao (0, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 600 pg/mL) preparada com
quercetina, e os resultados foram expressos em ug de equivalentes de quercetina por

mL de cha fermentado (ug EQ/mL).

4.3. Atividade antioxidante
4.3.1. Reducéao do radical DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidrazil)

A capacidade de reducao do radical DPPH foi avaliada de acordo com Jafari
et al. (2020), com modificagdes; a partir dos resultados obtidos nos experimentos de
TPC e TFC. As amostras foram diluidas em agua ultrapura (1:20). Aliquotas de 25 pL
de cada amostra de cha e 175 pL de solugao DPPH (0,01 mM) foram transferidas para
microplacas de 96 pogos. As amostras foram mantidas em ambiente escuro por 60
min; entdo, a absorbancia foi medida a 517 nm em leitor de microplacas (Thermo
Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). Os testes foram realizados em triplicada para
cada amostra. Agua com solucdo de DPPH foi usada como branco. A capacidade
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antioxidante foi calculada a partir de curva padrao de Trolox (0, 50, 100, 200, 400,
600, 800, 1000 pg/mL) expressa em ug de equivalentes de Trolox por mL de cha
fermentado (ug ET/mL), e porcentagem (%) da inibicdo de DPPH segundo a equacéo:

% InIbIQéO [(Acontrole - Aamostra) / Acontrole] x 100

4.3.2 Reducéo do radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sul-
fénico)

A capacidade de reducao do radical ABTS foi avaliada segundo Rufino et al.
(2007), com modificacdes; a partir dos resultados obtidos nos experimentos de TPC e
TFC. As amostras foram diluidas em agua ultrapura (1:20). Cinco mililitros (5 mL) de
solugdo aquosa de ABTS (7 mM) foi misturada com 88 pL de solugdo aquosa de
persulfato de potassio (K2S20s, 2,45 mM) e mantida em ambiente escuro por 12-16 h
(26 °C). Logo ap0bs, a solucao foi diluida com etanol (96 %, 1:10 (v/ v)) até absorbéancia
entre 0,700 e 734 nm. Entéo, foram adicionados 77,25 uL de cada uma das amostras
e 150 pL da solugao contendo o radical ABTS, seguido de incubacao na auséncia de
luz a temperatura ambiente durante 6 min. A reducao de ABTS foi medida a 734 nm
em leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). A
capacidade antioxidante foi calculada a partir de curva padrao de acido ascérbico (0;
6,25; 12,5; 50; 100; 150; 300; 600 ug/mL) expressa em pug de equivalentes de acido
ascorbico por mL de cha fermentado (ug EAA/mL), e porcentagem (%) da inibicao de

ABTS segundo a equacao:

% inibicao [(Acontrole — Aamostra) / Acontrole] x 100

4.4. Atividade antimicrobiana

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de TPC, TFC e potencial
antioxidante, os ensaios foram realizados para cada amostra logo apés o processo de
fermentacdo e apds neutralizagdo a pH 7,0 com solugdo de NaOH (1 M),
separadamente. Todas as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 15 min para
remocao de detritos celulares. Os sobrenadantes foram esterilizados por filtragcdo em
microfiltro estéril (0,22 um), de acordo com Al-Mohammadi et al. (2021).
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2.4.1 Método de difusao em agar

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo ensaio de difusdo em pocos
segundo lIvanisova et al. (2019), com modificacées. Foram utilizadas linhagens
padroes de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC
15313), Escherichia coli (ATCC 11219) e Salmonella enterica (ATCC 14028).
Inicialmente, as bactérias foram reativadas em 5 mL de caldo nutriente seguido de
incubacgéo a 37 °C durante 24 h. Uma suspensao de 100 pL de cada microrganismo
(aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, escala 0,5 MacFarland) foi espalhada
uniformemente por toda superficie de placas de Petri de 150 mm contendo Mueller —
Hinton Agar (MHA). Posteriormente, o agar inoculado foi perfurado de modo a se
obterem orificios de 6 mm de didmetro, dentro dos quais foram acrescidos 20 uL das
amostras. As placas foram mantidas em repouso a temperatura ambiente (26 °C+2)
durante duas h para difusdo das amostras no meio de cultura; apés, as placas foram
incubadas a 37 °C durante 24 h. Agua ultrapura e cloranfenicol (1:100 v/v) foram
utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. Os didametros das
zonas de inibicdo indicadas pelos halos foram medidos em milimetros (mm) com

auxilio de um paquimetro digital.
2.4.2 Concentragdes inibitérias e bactericidas minimas (MIC/MBC)

As concentragdes inibitorias e bactericidas minimas foram determinadas pela
técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando-se microplacas de 96 pocos, com fundo
em U, de acordo com Mizuta et al. (2020), com modificagcdes. Foram utilizadas as
mesmas linhagens de microrganismos do teste de sensibilidade que apresentarem
halos significativos (> 8 mm), reativadas nas mesmas condi¢ées. Diluicbes em série
em salina estéril das amostras de kombucha (50 - 0,1%) e 5 pL da suspensao de
microrganismo padrdao (1,5 x 108 UFC/mL) foram inoculados em cada poco. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e o crescimento foi mensurado em
leitor de placas (ODsoo). A MIC foi definida como a menor concentragédo do cha
fermentado capaz de inibir o crescimento bacteriano. Apds este periodo, 20 pL de
cada poco foram semeados em Agar Triptona de Soja (TSA) e incubados a 37 °C por
24 h para leitura, onde foi determinada a menor concentracdo capaz de inibir a
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formagao de colénias em meio de cultura sélido (MBC). Os experimentos foram
realizados em triplicata.

4.5 Analise do perfil metabdlico
4.5.1 Acidos organicos e etanol

O perfil dos acidos orgéanicos e etanol do chd fermentado das amostras
selecionadas foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As
concentragdes dos principais acidos organicos (acidos acético, latico, glicénico,
glicurdénico, succinico, malico, propidnico e butirico) e etanol das bebidas foram
determinadas em cromatégrafo LC-20A Prominence Shimadzu (Shimadzu Co.
Nakagyo-ku, Kyoto, Japao) equipado com detector de indice refrativo RID-20A e
coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, 9 uym, Munich, Germany) de acordo com
Neffe-Skocinska et al. (2017), em triplicata. Vinte microlitros (20 uL) de cada amostra
de kombucha fermentada foi filtrada em membranas de acetato de celulose com poros
de 0,22 pm de didmetro. A fase movel utilizada foi uma solugdo de 5 mM de &cido
sulfarico (Millipore, Germany) em agua ultrapura. A corrida foi realizada em modo
isocratico com fluxo de 0,7 mL/min e temperatura do forno a 40 °C. Os picos e as
areas para determinagao das concentragdes foram identificados com base no tempo
de retencao (RT), utilizando-se curvas-padrao para cada metabdlito analisado.

4.5.2 Compostos fenodlicos

O perfil dos compostos fendlicos do cha fermentado das amostras
selecionadas foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As
concentragdes dos compostos fendlicos (acidos galico, folico, caféico, rutina e
quercetina) das bebidas foram determinadas em cromatografo LC-20A Prominence
Shimadzu (Shimadzu Co. Nakagyo-ku, Kyoto, Japéao) equipado com SPD-20A, com
comprimento de onda a 325 nm e coluna Kinetex C18 100 A (250 x 4,6 mm, Torrance,
Califérnia, USA). Dez microlitros (10 uL) de cada amostra de kombucha fermentada
foi filtrada em membranas de acetato de celulose com poros de 0,22 um de didmetro.
A eluicéo foi realizada em gradiente, com fases méveis de acido acético 0,1 % em
agua ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B). Com fluxo de 1 mL/min. Os picos e as
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areas para determinagéo das concentragdes foram identificados com base no tempo
de retencao (RT), utilizando-se curvas-padrao para cada metabdlito analisado.

4.5.3 Acucares residuais

O perfil de agucares residuais do cha fermentado das amostras selecionadas
foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As
concentracdes dos agucares (sacarose, glicose, frutose, xilose e arabinose) das
bebidas foram determinadas em cromatégrafo LC-20A Prominence Shimadzu
(Shimadzu Co. Nakagyo-ku, Kyoto, Japao) equipado com detector de indice refrativo
RID-20A e uma coluna Hamilton RCM-Monosaccharide PB2+ (8%) (300 x 7,8 mm,
Munich, Germany). Vinte microlitros (20 ulL) de cada amostra de kombucha
fermentada foi fillrada em membranas de acetato de celulose com poros de 0,22 ym
de diametro. Como fase mével foi utilizada agua ultrapura. A corrida ocorreu de modo
isocratico com fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 85 °C. Os picos e as areas para
determinacao das concentragcdes foram identificados com base no tempo de retencao
(RT), utilizando-se curvas-padrao para cada metabdlito analisado.

4.6. Analise metagenémica tipo Shotgun

Andlise metagendmica tipo Shotfgun foi realizada para as amostras de
kombucha (fase liquida) obtidas conforme descrito no tépico anterior, apds o 7° dia de

fermentacao.
4.6.1. Extracdo de DNA metagenémico

Para a extracdo do DNA metagen6mico, 15 mL de cada amostra foram
submetidos a centrifugacao a 4.500 rpm durante 30 min. O pellet obtido foi lavado 2 x
com tampéao PBS (137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCI; 10 mM de Na2HPO4 e 2 mM de
KH2PO4 [pH 7,2]) e, entdo novamente centrifugado a 6.000 rpm por 15 minutos. O
pellet foi lavado 2 x com 2 mL de tampao TE (50 mM de Tris; 1 mM de EDTA [pH 8]),
centrifugado a 13.000 rpm por cinco min e o pellet incubado em 1000 pL de tampéao
TES (50 mM de Tris; 1 mM de EDTA [pH 8]; 8,7% de sacarose), incluindo 250 U de
liticase (Sigma-Aldrich) e 1.000 U de lisozima (Sigma-Aldrich) por uma hora a 37 °C.

A amostra foi centrifugada a 6.000 rpm por 15 min e o sobrenadante descartado. O
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DNA total foi extraido utilizando-se kit de extracdo DNeasy PowerFood Microbial

(QIAGEN®), com modificagdes no protocolo do fabricante, segundo Arikan et al. 2020.

4.6.2. Preparo das bibliotecas gendmicas e sequenciamento

O preparo das bibliotecas genémicas foi realizado de acordo com o protocolo
lllumina Nextera XT (llumina®). O DNA foi quantificado em Qubit High Sensitivity
dsDNA. A qualidade final da biblioteca foi avaliada pela analise em chip de DNA de
Alta Sensibilidade (Agilent®) e a quantificagdo por qPCR por meio de kit de
quantificacdo de biblioteca KAPA para /lllumina (Roche®). O sequenciamento foi
realizado em NextSeq500 usando um kit High Output v2 de 300 ciclos (Doyle et al.,
2017).

4.6.3 Analise dos metadados

As reads foram obtidas a partir da execucao de sequenciamento Nextera XT
na forma arquivos Bcl. Esses arquivos foram convertidos para o formato fastq por meio
do software bcl2fastqg v. 2.19 (llumina®). A ferramenta Picard v. 2.7.1
(http://picard.sourceforge.net), foi usada para converter o fastq para o formato Sam e
para remover duplicatas. As sequéncias foram verificadas quanto a qualidade e
cortadas utilizando-se bwa v. 0.7.15 (Li e Durbin, 2009). As sequéncias forward e
reverse foram combinadas em um Unico arquivo fasta para cada amostra. O programa
Kaiju (Menzel et al., 2016) foi utilizado para atribuir taxonomia as reads, descartando
taxons com abundancia relativa inferior a 0,1%. As analises e graficos foram gerados
em software R Studio versado 3.6.0 (Team, 2014) ou Past versao 3.21 (Hammer e
Harper, 2001).

A intensidade e a diregdo das relagdes lineares foram calculadas para todos
0s ensaios de composi¢cdo bioativa e atividade biolégica in vitro, e o perfil de
composigdo da comunidade microbiana, por meio do coeficiente de correlagdo de
Pearson (r) com valores no intervalo entre -1 e +1, ou préximos ao grau de

relacionamento entre as variaveis.
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4.7 Selecao e isolamento de linhagens microbianas

Para o isolamento, foram utilizados condi¢cdes e meios especificos para cada
grupo microbiano que compde a comunidade no cha fermentado. Para as bactérias
acido acético (BAA) e leveduras foi realizado o plagueamento das diluicdes 103, 104
e 10 em spread plate em agar GYC (agar: 20 g/L, glicose: 50 g/L, extrato de levedura:
10 g/L e carbonato de calcio: 30 g/L) e YGC (agar: 15 g/L, glicose: 20 g/L, extrato de
levedura: 5 g/L e cloranfenicol: 0,1 g/L), respectivamente, as placas foram incubadas
em BOD em aerobiose a 30 ou 28 + 1 °C por 3 a 5 dias; para bactérias acido latico
(BAL) foi realizado o plagueamento das diluices 103, 10* e 10°° em pour plate em
agar MRS (agar: 12 g/L, hidrogenofosfato dipotassico: 2 g/L, glicose: 20 g/L, sulfato
de magnésio: 0,1 g/L, sulfato manganoso monhidratado: 0,05 g/L, extrato de carne: 5
g/L, acetato de sodio: 5 g/L, citrato de triaménio: 2 g/L, peptona: 10 g/L e extrato de
levedura: 5 g/L), as placas foram incubadas em BOD em jarras de anaerobiose a 30
* 1 °C por 3 a 4 dias. Todos os meios foram previamente esterilizados a 121 °C por
15 min. Um numero representativo de cada morfotipo foi selecionado, baseado na
quantidade total de colénias em cada placa com crescimento microbiano; cada colénia
selecionada foi transferida para novas placas, por esgotamento de estrias, até
obtenc&o de uma cultura pura.

4.8 Identificacao taxonémica do isolados

Para identificacdo genotipica dos isolados, foi realizada a amplificagdo por
reacao em cadeia da polimerase (PCR) do DNA de colbnias recentemente crescidas.
Para as bactérias, o gene rRNA 16S foi amplificado com os primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1100R (5-AGGGTTGCGCTCGTT-3). A
amplificacao foi realizada em termociclador (Applied Biosystems, Veriti), cada reacéao
consistiu em 15 pL de Master mix; 9 uL de H20 milli-Q e 0,5 yL (20 mM) de cada
primer e o DNA molde obtido de células bacterianas de uma colénia isolada cultivada
em agar BHI. Como controle positivo foi utilizado Lacticaseibacillus casei e como
controle negativo, a reacao acrescida de 1 yL de agua mili-Q. Fragmentos de DNA
bacteriano foram amplificados da seguinte forma: desnaturacgao inicial a 95 °C por 10
min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min, anelamento a 55 °C
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por 1 min s, extensdo a 72 °C por 1 min, e uma etapa de extensao final de 5 min a 72
°C.

Para as leveduras, o gene rRNA 26S foi amplificado com os primers NL-1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5- GGTCCGTGTTTCAAGACG-3').
Cada reacao consistiu em 19 pL de Master mix; 5,0 uL de H20 milli-Q e 0,5 pL (10
mM) de cada primer e o0 DNA molde. Como controle positivo foi utilizado Candida
parapsilosis e como controle negativo, a reagéo acrescida de 1 yL de agua mili-Q. O
programa de PCR teve uma desnaturacgao inicial a 94 °C por 10 min, seguida por 35
ciclos consistindo de desnaturagéo a 94 °C por 30 s, anelamento a 50 °C por 30 s,
extensao a 72 °C por 1:30 min, e uma etapa de extenséo final de 5 min a 72 °C. Os
produtos foram armazenados a -20 °C até o momento da corrida eletroforética.
Aliquotas (10 yL) foram utilizadas para analisar a producao e o tamanho dos amplicon
gerados em eletroforese em gel de agarose a 0,8 % (grau de eletroforese, Invitrogen)
(100 V, uma hora) em tampao TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM acido bérico e 0,1
mM EDTA, pH 8,3). Os géis foram corados com gel red (5 ugml =) e visualizados sob
luz ultravioleta. Os amplicons foram purificados com ExoSAP-ITTM e encaminhadas
para reacbes de sequenciamento (AB 3500 Genetic Analyzer, com geragdo de
aproximadamente 700 nucleotideos). Os primers foram utilizados em reacdes de
sequenciamento separadas, gerando dados de ambas as cadeias de DNA. Os contigs
das sequencias forward e reverse foram montadas usando o software MEGA-X. As
atribuicdes taxonémicas dos isolados foram baseadas em comparacdes da sequéncia
de consenso com sequéncias no GenBank aplicando o BLASTn
(//blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) no Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia (NCBI).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biossintese de compostos bioativos em amostras de kombucha ao longo do
processo de fermentacao

A evolugao da biossintese de compostos fendlicos totais (TPC) e flavonoides
totais (TFC) no decorrer do processo fermentativo para as diferentes amostras de
kombucha estd demonstrada na Tabela 3. O tempo de fermentacdo é um dos
principais critérios a serem destacados durante o processo de fermentacdo; a
producédo de compostos de interesse e/ou benéficos a saude depende, dentre outros
fatores, do tempo em que o produto permanece nas condi¢coes fermentativas (Miranda
et al., 2022). Para todas a amostras analisadas, ocorreu um aumento no teor de
compostos bioativos ao longo dos 21 dias de fermentacéao (Figura 1).

Variagbes podem ser observadas nas diferentes amostras analisadas;
contudo, um perfil de biossintese pode ser verificado ao longo do processo de
fermentacao. Os teores de TPC aumentaram durante a fermentacao até o 212 dia para
todas as amostras. O tempo 0 (ap6s adicao da cultura starter) diferiu estatisticamente
(p<0,01) de todos os demais pontos de analise, exceto do 4° dia, que néo revelou
concentragdes de TPC maiores. Os 4° e 7° dias ndo apresentaram diferencas
significativas entre si no conteddo fendlico total, assim como entre os 7° e 10° dias.
Semelhante ao verificado por Zhou et al. (2022), onde os teores de TPC aumentaram
com o processo de fermentacédo e atingiram o pico no 6° dia, estes se mantiveram
constantes até o 14°. Ainda, para Jakubczyk et al. (2020) n&o existem diferencas
significativas apds o 7° dia de fermentagéo. Portanto, a partir de uma semana em
fermentacao a 25 °C, a fermentacao de kombucha apresenta estabilidade na producao

de TPC, com tempo suficiente para biossintese desses compostos.
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Tabela 3. Teor de compostos fendlicos (TPC) e flavonoides totais (TFC) in vitro de amostras de kombucha brasileiras apés
fermentacao a 25 °C durante 21 dias.

TPC (mg EAG/mL)

Amostra Tempo de Fermentacéao
02 4ab 7P¢ 10¢ 149 214

KO1 31,74 1,95 32,46 + 0,14 32,52 + 0,58 37,94+ 0,78 449 + 223 4499 +1,8
K02 35,19 £ 1,32 66,66 + 4,52 76,65 + 7,08 96,29 + 3,31 121,38 £ 6,5 127,09 + 0,84
KO3 38,15+ 0,88 45,36 + 3,13 54 + 4,64 55,02 + 0,66 67,13 £ 12,38 73,32 £ 6,34
K04 35,17 £ 2,26 45,07+ 1,22 50,41 £ 1,23 58,92 + 1,98 69,46 + 2,17 66,18 + 4,52
K05 42,76 + 0,57 57,86 + 7,48 73,06 + 1,67 84,86 + 2,49 104,71 £49 101,49 £ 5,26
K06 26,49 £ 0,79 32,96 + 5,76 41,18 £ 9,03 41,18 +1,93 47,32 £ 0,2 43,64 + 0,59
K07 40,38 + 3,83 53,31 £ 2,04 60,07 £ 1,43 74,11 £ 1,37 84,79 £ 6,58 90,38 + 1,56
K08 31,47 +1,48 33,54 +1,5 35,63 40,64 + 2,14 46,05 + 2,36 46,2 + 4,38
K09 27,22 £0,73 29,07 £ 0,1 29,73 +£1,89 37,86 + 0,89 41,51 + 5,62 43,58+1,31
K10 27,33 +1,18 30,17 £ 1,14 34,66 £0,5 36,99 £ 1,52 40,23 £7,14 42,9 £1,09
K11 32,29 £1,57 32,52 £1,76 37,05 £ 1,26 41,45 £+ 1,01 45,57 £ 0,94 47,96 £ 1,14
K12 30,73 £ 3,08 35,67 £ 1,51 42,86 + 2,82 53,41 + 0,87 68,51 + 1,69 68,56 + 2,68
K13 30,61 + 0,57 34,58 + 0,48 39,77 + 5,39 39,7 + 0,87 58,93 + 8,02 57,76 + 8,25
K14 35,64 £2,14 38,77 £1,2 46,45 £2,12 54,49 + 2,99 71,57 £ 7,11 81,06 £ 1,56
K15 36,69 + 0,87 455+0,4 44,84 +0,7 50,05 + 1,98 66,21 + 2,85 64,59 + 2,57
K16 38,06 + 0,95 40,39 + 1 58,33 + 2,99 73,44 + 0,83 87,85+ 1,18 81,65 +0,74
K17 36,66 + 0,78 38,71 +0,12 42,99 + 1,37 54,49 + 1,25 70,8 +2,48 75,11 £ 1,56
K18 36,1 + 0,54 41,08 + 2,19 52,52 + 3,27 59,59 + 2,31 81,72 + 1,63 79,87 £ 6,47
K19 30,49 + 0,1 39,34 + 0,77 50,78 £ 1,75 61,48 + 3,14 84,21 + 5,44 91,97 £ 5,6

Continua
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K20 38,33 £ 0,87 43,65 £ 1,94 48,31 £1,05 55,56 + 3,06 64,87 +1,18 65,98 + 3,16
K21 38,21 £2,13 45,78 £ 3,32 53,51 +1,09 56,5 + 4,28 72,15+ 2,75 69,95 + 2,71

K22 37,12 £ 0,63 39,66 £ 0,74 54,87 + 3,18 64,7 £2 88,62 + 2,85 110,03 £ 3,71
K23 43,3 £ 1,37 42,38 £ 0,35 45,21 £ 1,67 47,63 £ 1,01 58,54 + 2,22 55,86 + 0,74
K24 34,16 £ 2,19 37,18 £ 1,58 415+1,15 50,45 + 0,76 66,78 + 1,41 69,15 £ 1,56
K25 39,94 +1,19 39,11 £0,83 44,84 + 4,09 50,05 + 3,52 59,69 + 3,94 59,87 + 4,27
K26 38,06 + 0,19 60,41 £2,79 69,47 £ 3,8 78,14 +2,19 101,07 £ 4,21 100,3 £ 3,5

K27 27,24 + 0,62 36,31 £2,25 45,83 £5,18 54,22 +478 58,93 +1,9 53,7 + 3,18

K28 30,81 £0,7 4473 £ 4,2 52,89 + 7,28 59,59 + 8,07 72,72 £13,18 72,72 £+ 12,54
K29 26,9 £ 1,26 51,18 + 3,49 62,42 + 2,37 71,15+ 2,49 90,34 + 3,28 87,8 £ 2,96

K30 41,74 £ 4,35 42,66 £ 2,1 446 £ 0,3 48,71 £0,5 59,69 + 1,08 56,26 + 0,49
Cha 26,89 + 0,49 25,71 £1,33 28,11 £ 0,51 30,47 £ 0,57 36,17 £1,11 36,49 £ 0,64

TFC (mg EQ/mL)
Tempo de fermentagéo
02 42 72 10P 14pbe 21¢

KO1 74,12 £ 0,67 75,75+ 0,58 76,8 £ 3,16 88,82 + 3,06 95,81 +5,42 97,58 £1,18
K02 84,95 + 0,84 86,82 + 1,52 84,66 + 1,66 170,07 £ 14,23 170,57 + 25,36 178,14 + 1,57
KO3 75,79 £ 1,05 77,54 + 3,04 82,52 + 0,67 85,07 + 1,58 99,62 + 6,24 98,42 + 6,56
K04 71,62 + 3,81 79,08 +1,18 73,95 +1,77 91,510,444 91,76 + 2,63 93,97 £ 1,04
K05 74,71 £10,38 83,61 + 0,29 78,95 + 2,07 129,89 £4 4 127,95 £ 6,42 122,31 £7,89
K06 74,95 + 3,12 77,54 1,91 71,09 + 1,58 93,82 + 14,27 96,52 + 12,13 97,86 £ 13,13
K07 76,62 + 4,83 78,73 £2,92 77,88 £ 2,49 109,18 £ 1,58 110,1 £ 2,36 116,19 £ 5,79
K08 77,81 £0,17 75,39 £1,77 75,2 £1,97 85,79 £1,77 86,52 + 3,32 105,36 £ 3,75
K09 75,67 + 3,81 76,46 + 3,15 74,13 £1,1 84,71 £1,1 83,43 + 3,82 94,81 £ 2,39
K10 77,57 £0,77 79,32 £ 1,91 80,02 + 5,25 71,38 £1,09 85,57 + 8,59 82,31 + 3,99
K11 75,43 + 3,36 83,85 + 3,76 80,91 £ 2,56 88,64 + 4,06 99,62 + 1,47 104,81 £5,5

Continua
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Concluséao

K12 73,4 +£5,84 79,8 £2,45 76,63 £ 1,54 82,93 + 1,58 88,9 +2,76 101,19 +8,45
K13 75,43 + 3,36 74,92 +2,95 73,59 £ 2,16 77,39 + 12,69 90,57 + 3,09 99,53 + 4,63
K14 80,19 £2,43 79,56 + 0,45 74,66 + 1,41 85,25 +2,78 101,52 + 2,88 115,36 + 4,53
K15 87,45 +2,48 87,3+0,45 78,59 + 3,74 87,39 + 2,91 90,1 +2,88 103,97 + 2,58
K16 82,93 + 0,51 82,89 + 1,05 88,23 +4,73 97,04 + 2,64 101,52 + 2,94 114,81 + 7,46
K17 75,55 + 2,07 80,99 + 2,05 82,7 +1,54 92,93 +2,24 88,67 + 6,63 96,75+ 1,8

K18 72,33 + 5,1 78,13 £ 1,98 78,59 + 3,81 97,93 +7,04 104,14 + 3,82 117,03 £+ 2,75
K19 81,5+2,28 86,35 + 2,11 81,27 + 1,58 92,93 + 5,22 101,29 + 5,18 125,92 + 8,9
K20 69,12 +5,7 76,58 + 3,12 89,13 + 3,56 87,752 88,9 + 2,36 94,53 + 2,58
K21 79,95 +7 85,27 £ 1,21 104,3 £+ 0,76 86,68 +5,3 92,71 +4,4 99,25 +5,14
K22 78,52 + 5,25 76,35 + 1,02 78,05 +0,87 100,96 + 1,77 109,14 + 7,65 168,42 + 4,46
K23 70,67 + 0,45 68,13 £ 2,83 78,41 +1,77 86,14 + 3,58 87,71 + 2,1 98,69 + 1,71

K24 73,05 + 6,87 77,18 +1,34 76,09 + 1,34 84 +1,16 82,95 + 1,47 101,19 +5,2
K25 78,4 + 3,69 78,85+ 1,85 77,52 £ 0,44 90,96 £ 1,75 83,67 + 4,1 83,14 £ 2,83
K26 77,45+28 80,39 £+ 6,8 93,41 £ 6,45 126,68 + 1,82 122 +4.4 126,47 + 7,15
K27 70,67 £ 1,31 73,01 £5,15 71,8 +£2,64 90,79 £5,13 83,67 + 5,84 75,08 £2,72
K28 72,1 £ 4,21 78,61 +£1,54 87,16 + 4,61 93,46 + 3,82 99,14 + 8,02 96,75 + 8,25
K29 79,24 + 3,45 73,01 £8,46 70,38 + 4,06 112,04 £1,77 109,62 + 4,38 105,36 + 1,71
K30 78,64 + 0,58 75,63 +2,99 78,59 + 2,87 85,79 £ 2,16 87,48 + 2,36 89,53 + 3,22
Cha 75,82 + 5,07 77,89 + 3,44 81,98 + 0,91 94,54 +1,77 97 £5,08 116,75 +2,72

55

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao de ensaios em triplicado e replicatas biolégicas. Os sobrescritos
representam dados com similaridade significativa (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey, em ANOVA um critério para cada coluna em
cada teste. TPC: Compostos fendlicos totais. TFC: Flavonoides totais. EAG: Equivalentes de Acido gélico. EQ: Equivalentes de

Quercetina.
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Figura 1. Aumento do teor de compostos bioativos (fendlicos totais e flavonoides
totais) apo6s fermentacédo a 25 °C ao longo de 21 dias em diferentes amostras de
kombucha.
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(a) Teor de compostos fendlicos totais (TPC, mg EAG/mL). (b) Teor de flavonoides
totais (TFC, mg EQ/mL).

E importante destacar que, ainda que a maioria dos autores sugira o tempo
de fermentacdo ideal como proximo ao 7° dia, variagbes nas condicdes de
fermentacao, assim como na composi¢cao microbiana do SCOBY podem impactar na
qualidade da bebida. Segundo Kaewkod, Bovonsombut e Tragoolpua (2019), o
conteudo de TPC atinge maiores niveis apds o 3° dia de fermentacdo, reduzindo-se
gradativamente até o 9° dia, quando permanece estavel. Teixeira et al. (2023) ndo
verificaram diferencas significativas entre o primeiro e o 7° dia de fermentacao para
conteudo fendlico.

Apesar do 21° dia diferir estatisticamente dos demais, exceto do 149,
apresentando elevados teores de TPC, esses tempos demasiadamente longos podem
impactar negativamente na qualidade sensorial do produto, principalmente devido ao
baixo pH e altos teores de acido acético (Chakravorty et al., 2016; Cardoso et al.,
2020). A partir do 142 dia, os compostos produzidos alteram o flavor caracteristico da
kombucha e, portanto, a fermentacao deve ser interrompida antes desse periodo
(Jayabalan et al., 2014; Miranda et al., 2022). Além disso, outros estudos
demonstraram que o teor dos principais compostos tende a se reduzir a partir do 21°
dia (Tanticharakunsiri et al., 2020; Ziemlewska et al., 2021).
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Dentre os compostos fendlicos totais, a presenca de flavonoides se destaca.
O TFC aumentou relativamente pouco durante o inicio da fermentacao, cujo pico
ocorreu sobretudo apés o 10° dia, quando atingiu estabilidade, nao diferindo-se
estatisticamente (p<0,05) do dia 14 (Tabela 1). Ao contrario do TPC, o TFC é
significativamente diferente entre o 10° e 7° dia de fermentagdo; esse Uultimo é
semelhante aos dias 0 e 4, com baixa concentracao (Figura 2). Para Jakubczyk et al.,
(2020), o TFC néao diferiu estatisticamente do cha ndo fermentado até o 14° dia,
mantendo valores baixos durante todo o processo; segundo 0s autores, esse
comportamento parece estar relacionado a degradagédo do composto no inicio do
processo fermentativo. Por fim, Li et al. (2022) observaram que, apesar do TPC
aumentar, o TFC se manteve constante até o 15° dia de fermentacao do cha. Segundo
De Noronha et al., (2022), no inicio da fermentacao pode ocorrer a degradacao de
alguns flavonoides pelas beta-glicosidases microbianas, resultando na produgéo de
moléculas com menor peso molecular, como os &cidos fendlicos; isso explica o fato

dos TPC nao reduzirem seu teor, apesar na diminui¢cao dos TFC.

Figura 2. Diferencas entre os diferentes tempos de fermentacao no teor de compostos
bioativos (fendlicos totais e flavonoides totais) a 25 °C em amostras de kombuchas
brasileiras.
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(a) Teor de }:ompostos fendlicos totais (TPC, mg EAG/mL). (b) Teor de flavonoides
totais (TFC, mg EQ/mL).

Esses resultados sugerem que, apesar do aumento de compostos bioativos
ao longo do processo de fermentacao, sobretudo de compostos fendlicos, um periodo
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entre 7 e 10 dias parece ser o suficiente para atingir niveis de concentracao e
estabilidade que podem contribuir e/ou estarem relacionados ao perfil de atividade
bioldgica em bebidas fermentadas. No entanto, andlises do potencial bioativo séo

imprescindiveis para se validar o efeito bioldégico nesses tempos de fermentacgao.

5.2 Perfil de atividade antioxidante em amostras de kombucha em 7 e 10 dias de

fermentacao

De modo geral, a atividade antioxidante de um produto esta positivamente
correlacionada com a presencga e abundéancia de compostos fendlicos (Zhang et al.,
2023). A partir dos dados obtidos acerca da presenca de compostos bioativos (TPC e
TFC) ao longo do processo de fermentacao, foram selecionadas 19 amostras para
verificar o perfil de atividade antioxidante (DPPH e ABTS) no 7% e 10° dia de
fermentacao, descrito na Tabela 4 e mostrado da Figura 3. Em ambos os ensaios, ndo
foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nas atividades antioxidantes das
kombucha entre os dois tempos analisados.

Tabela 4. Perfil de atividade antioxidante (ensaio DPPH e ABTS) in vitro de amostras

de kombucha apés fermentacao a 25 °C por 7 e 10 dias.

DPPH mg ET/mL

ABTS mg EAA/mL

Amostras
7 dias? 10 dias? 7 diasP 10 diasP
K02 316,80 +2,4 320,01+ 2,4 711,24 + 8,0 692,66 + 11,6
K05 300,18 £6,2 303,49 £ 6,3 658,78 £ 6,6 652,79 +13,8
K06 312,35 +£9,5 313,29 £13,3 664,68 £ 4,6 666,62 + 3,0
K08 293,78 £ 0,7 297,45 +£0,6 678,85 + 16,1 675,87 £10,5
K10 284,09 +4 1 287,61 +41 677,69 +15,9 675,08 +10,4
K11 291,55+£2,0 295,95 +0,8 664,64 +1,8 666,45 + 1,1
K13 280,56 £ 3,6 284,20 £ 3,6 669,04 £ 10,4 673,58 £ 12,7
K15 291,05 +2,7 294,47 £+ 2,6 671,20 £+ 4,6 666,58 + 8,6
K16 295,16 £6,3 298,56 £ 6,3 677,48 £8,9 674,83 £5,9
K18 281,49+ 2,6 285,03+ 2,7 683,25 £ 7,3 678,33 £4,9
K20 283,55 +£4,0 287,26 £4,0 683,14 £ 6,3 678,33 £4,2
K21 291,26 £ 6,2 294,52 + 5,6 674,94 £+5,9 664,91 +15,3
K23 283,42 +4,2 287,00 £4 1 663,63 + 8,1 663,25 £ 7,5
K24 287,48 + 3,0 291,25+2,9 675,98 £11,5 673,41 + 8,6

Continua
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Concluséao
K25 286,78 +2,0 289,88 +1,7 673,48 +9,4 672,25 +6,0
K26 294,74 +1,0 298,33 +0,9 684,83 + 3,8 679,66 £2,5
K28 292,84 +4,7 296,23 + 4,1 689,94 + 13,4 680,41 +11,6
K29 290,97 +1,7 294,09+1,5 673,65 +14,4 672,16 £ 9,4
K30 288,94 +25 292,76 + 2,3 656,97 + 8,7 661,29 +5,6
Cha 274,25 + 2,1 277,83 +1.,8 645,21 +3,5 642,16 + 13,3

Os resultados sao expressos como média + desvio padrdo de ensaios em triplicata.
Letras sobrescritas representam dados com similaridade significativa (p<0,05) entre
si pelo teste de Tukey, em ANOVA um critério para cada coluna. ET: Equivalentes de
Trolox. EAA: Equivalentes de Acido ascorbico.

Figura 3. Comparacao entre a atividade antioxidante in vitro de amostras de kombucha
brasileiras, ap6s fermentacao a 25 °C por 7 e 10 dias, pelos ensaios de reducéo do
(a) radical 1-difenil 2-picrilhidrazil (DPPH) e (b) radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS).
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Mizuta et al. (2020) nao observaram diferengas significativas na atividade
antioxidante (ABTS e FRAP) entre o0 7° e 14° dias de fermentacdo de kombucha,
apesar de verificarem estatisticamente uma variagdo para os ensaios com o radical
DPPH; Amarasinghe, Weerakkody e Waisundara (2018) e Tanticharakunsiri et al.
(2020) também nao observaram diferencas na atividade antioxidante no mesmo
periodo de fermentagdo. Elevadas concentragdes de compostos bioativos podem
atingir o limite de saturacdo da atividade antioxidante; neste ponto, o aumento na
concentracdo desses compostos nao melhora o perfil biol6gico da bebida (Tu et al.,
2019). Esse processo parece ocorrer apos o 7° dia de fermentacdo de kombucha,
visto que, a partir desse periodo a atividade em geral se mantem constante na bebida.
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A concentracdo dos compostos antioxidantes esté relacionada principalmente
a biotransformacgao de compostos complexos presentes no cha em substancias mais
simples. Este processo ocorre por meios da acao de enzimas e processos metabdlicos
da comunidade microbiana (Chakravorty et al., 2016; Zubaidah et al., 2018;
Bortolomedi, Paglarini e Brod, 2022). Caso a degradagédo nao resulte em produtos
com atividade bioldgica, esse perfil pode ndo s6 se manter constante ao longo da
fermentacao, mas reduzir consideravelmente (Ozyurt, 2020; Lee et al., 2021).

Em linhas gerais, os resultados aqui apontados e a literatura especifica
indicam que prolongar o tempo de fermentag¢ao pode interferir na manutencéo de altos
teores de compostos com atividade antioxidante, e consequentemente, ter efeitos
negativos nos beneficios associados ao consumo da bebida. Desse modo, um periodo
de 7 dias de fermentacdo parece ideal para a estabilidade do perfil bioativo para
amostras fermentadas a 25 °C. Analises posteriores poderdo analisar o efeito desse
tempo em outros potenciais bioldgicos da bebida, assim como considerar os demais
fatores e condicbes que podem atuar na manutencao dessa atividade.

5.3 Diferentes perfis de composicao bioativa e atividade antioxidante em
kombucha brasileiras

O perfil de atividade antioxidante e composic¢ao fendlica mostrou-se variavel
nas kombuchas produzidas e comercializadas no Brasil (Tabela 5). Tanto a atividade
antioxidante quanto o TPC aumentaram em todas as amostras apds o processo de
fermentacao; entretanto, o TFC reduziu significativamente para as amostras K06 e
K29. Todos os dados apresentaram correlacdo (R) positiva, sobretudo entre os
valores de DPPH e TPC (R=0,57) (Figura 4). De modo geral, em diversos estudos, &
observada uma correlagdo entre potencial antioxidante e a composicéo fendlica
(Zhang et al., 2023; Erskine et al., 2023); isso pode ser explicado pois, esses
compostos, principalmente a classe dos acidos fendlicos e flavonoides, naturalmente
apresentam potencial redutor (Tessema et al., 2023; Ma e Khachemoune, 2023;
Malarz, Yudina e Stojakowska, 2023; Xiong et al., 2023).
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Tabela 5. Atividade antioxidante (ensaios de DPPH e ABTS) e teores de compostos
fendlicos totais (TPC) e flavonoides totais (TFC) in vitro de amostras de kombucha
brasileiras apds fermentacao a 25 °C durante 7 dias.

Amos. DPPH ABTS TPC TFC
tras mg ET/mL % mg EAA/mL % EAG Mg EQumL
K2  31680+24° 14478 71124+80° 20269 '081*64 8430+11
K5  300,18+62 137,23 65878+6,6° 191,07 ‘9413 7930+17
K6  31235+95% 14276 66468+46° 19238 4083%95 450,47
K8  29378+07 13433 678,85+161ab 19552 °>»/8+28 7561+19
K10  28409+41° 12992 677,69+159%b 19506 °no5*0.3 80.55+46
K11 29155420 13331 664,64+18> 19237 °/03+12 81,03+20
K13 280,56 +3,6° 12832 669,04 +10,4°> 19334 °936*47 7365+20
K15  291,05+27 133,09 671,20+46° 19382 4480+06 ' 427
K16  29516+63 13495 677,48+89%" 19521 5850+24 O00:86%31
K18  281,49+26° 12874 68325+7,3% 19649 5219+32 '&99%32
K20  28355+4,0° 12968 683,14+63% 19647 485108 °029%24
K21  29126+6,2 13318 67494+59° 194,65 5351 +1,0 106‘,’(‘5‘? *
K23  28342+42° 12962 663,63+81° 192,15 4538+15 /(o°3*13
K24  28748+30° 13147 67598+ 1155 194,88 411’,41?, t 761509
K25  28678+20° 131,15 67348+94° 19433 4484+35 '/°8%0.4
K26  29474+10 13476 68483+38% 19684 0084134 9101455
K28  20284+47 13390 68994+1342 197,97 53,18+7,0 °0:98%37
K29 29097 +1,7 133,05 673,65+ 14,45 19437 62.46+24 70,91 +3,0
K30  288,94+25° 132,13 65697+87° 190,67 44,68+02 'o71%24
Cha 27425+21° 12546 64521 +350 188,07 2007*0.5 8085+1.1

Os resultados sao expressos como média *+ desvio padrao de ensaios em triplicado.
Os sobrescritos representam dados com similaridade significativa (p<0,05) entre K2
(TPC) ou K21 (TFC) (a) e Cha nao fermentado (b) pelo teste de Tukey, em ANOVA
um critério. ET: Equivalentes de Trolox; EAA: Equivalentes de Acido ascdrbico; %:
porcentagem de inibicdo, EAG: Equivalentes de Acido galico; EQ: Equivalentes de
Quercetina.
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Figura 4. Correlagcdo entre o teor de compostos bioativos (fendlicos e flavonoides
totais) e a atividade antioxidante em amostras de kombucha brasileiras apés
fermentacao a 25 °C durante 7 dias.
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DPPH: Reducéo do radical 1-difenil 2-picrilhidrazil (mg ET/mL). ABTS: Reducgéo do
radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (mg EAA/mL). TPC: Teor
de compostos fendlicos totais (mg EAG/mL). TFC: Teor de flavonoides totais (mg
EQ/mL).

As quantificacées obtidas para os ensaios com DPPH e ABTS divergem,
apesar de seguirem o mesmo perfil de reducédo, possuem uma correlacdo (R=0,44)
entre si. Segundo Moazzen et al. (2022), existe correspondéncia entre os valores
obtidos com os dois métodos (DPPH e ABTS) analisados, entretanto, a correlagao é
baixa em muitos compostos fendlicos, e isso acontece devido as possiveis diferentes
interagGes entre a estrutura da molécula e 0 mecanismo abordado em cada ensaio.
No caso dos ensaios em DPPH, a presenca de grupos 3-OH aumenta a atividade de
flavonoides, ao passo que, por¢des glicosidicas suprimem seu potencial antioxidante;
para o ABTS, a dos grupos doadores de elétrons (ambos —OH e -OCH3) em geral,
contribuem para as capacidades antioxidantes (Moazzen et al., 2022). Além disso,
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enquanto DPPH reage principalmente com radicais livres solUveis em agua, ABTS
interage com os hidrossoluveis e lipossoluveis, e apenas alguns grupos de flavonoides
(Shi et al., 2022). Apesar de ambos os ensaios quantificarem o potencial redutor dos
componentes da bebida, diferencas quanto a especificidade para os compostos
presentes na amostra, bem como a interagao entre eles, podem ser observadas.

A maior concentragéo de fendlicos foi observada para as amostras K2, K5 e
K26 (76,81 £ 6,4; 72,94 = 1,3 e 69,84 + 3,4 mg EAG/mL, respectivamente), com
diferenca significativa (p<0,05) em relacao ao cha nao fermentado (CNF) (28,07 £ 0,5
mg EAG/mL). Menores concentracdes de flavonoides foram observadas, com apenas
K6, K21, K26 e K29 com teores significativamente diferentes da amostra controle
(CNF) (80,85 = 1,1 mg EQ/mL); destaque para o maior teor relacionado a amostra K21
(104,48 + 0,6mg EQ/mL).

No processo de fermentagcdo da kombucha, tanto altos teores de compostos
bioativos (Zhou et al., 2022; Reyes-Flores et al., 2023) quanto baixos (Kaewkod et al.,
2019; Oliveira et al., 2023) ja foram relatados por diversos estudos; tal variacao se
deve principalmente a diversidade da microbiota, influenciada por caracteristicas
como origem da planta, localizagdo geografica, clima, tempo de fermentacao,
substrato utilizado para o processo, dentre outros (Sanwal et al., 2023; Kitwetcharoen
et al., 2023; Su et al., 2023). Enzimas como tanases, produzidas por determinadas
espécies microbianas, estdo relacionadas a degradacao de polifendis complexos em
moléculas menores, responsaveis pela elevacao do conteudo fendlico com potencial
bioativo (Duenas et al., 2007; Casarin et al., 2021); dessa forma, a ocorréncia de
determinadas espécies no processo fermentativo, como Lactobacillus spp., pode
cumprir um papel relevante no perfil bioativo da bebida (Lekshmi et., 2021).

Além da presencga de compostos bioativos, a analise do potencial antioxidante
pelos ensaios de reducdo dos radicais DPPH e ABTS, revelou que a maioria das
amostras de kombucha analisadas apresentaram atividade antioxidante maiores que
o CNF (DPPH: 274,25 mg/mL+2,1; ABTS: 645,21 mg/mL+3,5), sobretudo em K2
(DPPH: 316,80 mg/mL+2,4; ABTS: 711,24 mg/mL+8,0) (Tabela 5, Figura 5). Zhou et
al. (2022) observaram que a fermentagéo pode aumentar em até 3 vezes o potencial
antioxidante do cha verde; ja Gaggia et al. (2019) verificaram que o crescimento nesta
atividade esta principalmente relacionado a diversidade de leveduras na composigao
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das amostras; por fim, Jakubczyk et al. (2020) ressaltam o papel dos teores iniciais de
polifendis no cha, previamente a fermentagao.

Figura 5. Atividade antioxidante (ensaio DPPH e ABTS) in vitro de amostras de
kombucha brasileiras, apos fermentacao a 25 °C durante 7 dias.
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heat map (c) e bar chart (d). DPPH: Reducao do radical 1-difenil 2-picrilhidrazil (mg
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ET/mL). ABTS: Redugdo do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (mg EAA/mL).

Entre os valores obtidos nas amostras, a menor reducdo dos radicais foi
observada para K13 (DPPH: 280,56 + 3,6 mg/mL; ABTS: 669,04 + 10,4 mg/mL);
apenas K10, K13, K18, K20, K23, K24, K25 e K30 nado apresentam diferenca
significativa em relagdo ao CNF (p<0.05) para reducéo do radical DPPH; entretanto,
para o radical ABTS, K2, K18, K20, K26 e K28 foram as uUnicas com diferenga
significativa em relacdo a amostra CNF (Tabela 3, Figura 6), ndo havendo grandes
variacdes no perfil das amostras. Segundo Mizuta et al. (2020), analises de DPPH sao
mais eficientes para determinar e classificar amostras quanto ao perfil antioxidante; ja
para a analise de ABTS, devido a sua natureza, todos os compostos sao
quantificados.

Nesse contexto, ndo apenas a composi¢cdo quimica natural do cha, mas
fatores como a microbiota fermentadora, podem influenciar fortemente no potencial
antioxidante, uma vez que, os compostos presentes precisam ser transformados e/ou
degradados em moléculas menos complexas para que sua atividade bioativa seja
verificada. Além disso, vale destacar que polifendis ndo sdo os Unicos compostos
responsaveis pela atividade antioxidante presente na kombucha, com destaque para
os acidos orgéanicos (Abaci, Deniz e Orhan, 2022; Wang et al., 2022). A partir dos
dados de composicao bioativa e atividade antioxidante, podemos observar ainda que
algumas amostras apresentam perfil semelhante, o qual pode estar relacionado a uma
composicdo da microbiota similar, bem como a presenca de espécies
metabolicamente correlacionadas (Figura 6).
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Figura 6. Correlagdo entre as diferentes amostras de kombuchas brasileiras em

termos de composicao bioativa e atividade antioxidante.
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O potencial antimicrobiano de kombuchas ja foi avaliado em estudos

publicados, com resultados promissores frente a diversas linhagens de patégenos de

relevancia alimentar (Nyiew, Kwong e Yow, 2022; Igen et al., 2023). Neste estudo, o

potencial antimicrobiano de kombuchas brasileiras e o cha ndo fermentado (CNF)

contra espécies microbianas comumente associadas a infecgdes alimentares foi

avaliado (Tabela 6). Apdés um periodo de fermentacdo de 7 dias, nenhuma bebida

apresentou efeito contra L. monocytogenes ou E. coli. Por outro lado, S. aureus e S.

enterica tiveram seu crescimento inibido por varias amostras. O CNF n&o apresentou

efeito no crescimento das culturas microbianas. Variaveis como o método de

producédo, qualidade do chda, condicbes de fermentacdo, bem como composicao
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microbiana do SCOBY podem interferir nas propriedades antimicrobianas da bebida
(Hou, et al., 2020; Martin et al., 2022).

Tabela 6. Atividade antimicrobiana in vitro (teste de disco-difusdo) de amostras de
kombuchas brasileiras, apds fermentacao de 7 dias a 25 °C (halos de inibicdo em
mm).

Microrganismos

Amostras

Staphylococcus Listeria Escherichia Salmonella
aureus monocytogenes coli enterica

K2 - - - -
K5 - - - -
K6 - - - -
K8 9,77+0432 - - -
K10 8,0 +0,0° - - -
K11 8,0 £0,0° - - -
K13 9,33+0,92 - - 11,33 +£0,92
K15 - - - 13,33 £0,9°
K16 - - - 12,0+ 0,02 ¢
K18 - - - 18,33 £ 0,44
K20 - - - 19,33 £ 0,44
K21 - - - 14,0+ 0,0°
K23 8,0 £0,0° - - 10,0+0,0°
K24 11,33+£0,9° - - -
K25 - - - 13,33 +0,9b¢c¢
K26 - - - -
K28 8,0+ 0,0° - - -
K29 - - - -
K30 - - - -
Cha - - - -

Os resultados sédo expressos como média * desvio padrao de ensaios em triplicado.
Os sobrescritos representam dados com similaridade significativa (p<0,05) entre si
pelo teste de Tukey, em ANOVA um critério. (-): auséncia de halo de inibicdo. ATCC:
American Type Culture Collection.

Apenas as amostras K13 e K23 foram capazes de reduzir o crescimento tanto
de S. aureus quando de S. enterica nas condicoes avaliadas. Além dessas amostras,
K8, K10, K11, K24 e K28 inibiram o crescimento de S. aureus, enquanto K15, K16,
K18, K20, K21 e K25, o de S. enterica, inclusive com a formagédo de halos maiores
que os demais (até 19,33 + 0,4 mm) (K20). Todas as amostras com atividade
antimicrobiana diferiram estatisticamente (p<0,05) do controle (CNF) (Figura 7). A
auséncia de atividade antimicrobiana no CNF confirma que as propriedades
verificadas sdo provenientes de metabdlitos sintetizados durante a fermentagéo da



68

kombucha, e ndo de compostos naturalmente presentes na matéria-prima. Segundo
Bhattacharya et al. (2018), o efeito antimicrobiano de amostras de cha apds 14 dias
de fermentacao (28 °C) estava principalmente relacionado a presenca de compostos
capazes de provocar aumento na permeabilidade da membrana em bactérias,
resultando em estresse oxidativo devido a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que comprometem a membrana e inibem o crescimento microbiano. No caso
do acido acético, comumente associado a fermentagées de kombucha, possui alta
capacidade antimicrobiana, mesmo em baixas concentragdes; sendo uma molécula
lipofilica fraca, esse acido difunde facilmente através da membrana, e seu efeito
ocorre apos sua dissociacao na presenca de pH mais elevado do interior da célula; os
prétons liberados reduzem o pH interno e provocam o desacoplamento da fosforilagcao
oxidativa, rompendo o gradiente de prétons da membrana, resultado na morte da
célula (Matsushita et al., 2016).

Figura 7. Perfil de atividade antimicrobiana e similaridade entre amostras de
kombucha brasileiras ap6s fermentacao a 25 °C durante 7 dias, frente microrganismos
de importancia alimentar.
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(a) Diametro do halo de inibicdo (mm). (b) Dendrograma de similaridade entre as
amostras. SA: Staphylococcus aureus. LM: Listeria monocytogenes. EC: Escherichia
coli. SE: Salmonella enterica.
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O tempo de fermentagdo parece ser um fator importante para os efeitos
inibitérios da kombucha frente a patdégenos. Segundo Akarca (2022), o cha
fermentado durante 21 dias foi capaz de reduzir o crescimento de ampla gama de
microrganismos patogénicos de origem alimentar, dentre eles S. aureus (12,64 *
0,17mm) e S. enterica (13,37 + 0,16 mm), além de resultados positivos contra
Escherichia coli O157:H7 (13,32 £ 0,15 mm), L. monocytogenes (10,13 = 0,12 mm),
Enterococcus faecalis (11,26 = 0,19 mm) e Bacillus cereus (12,54 £ 0,23 mm).
Resultados semelhantes foram relatados por Tomar (2023) para bebidas fermentadas
durante o mesmo tempo (S. aureus = 24,99 + 0,14 mm; S. enterica = 17,37 + 0,10
mm; E. coli= 20,53 £ 0,11 mm; e L. monocytogenes = 14,68 £ 0,12 mm.

Ja Vohra et al. (2019) analisaram o potencial antimicrobiano de diferentes
amostras de kombucha apés 60 dias de fermentacao; seus resultados mostraram que,
em todas as condigdes avaliadas, apenas a partir no 14° o crescimento dos patégenos
foi inibido. Além disso, esse potencial aumentou durante todo o processo, atingindo
efeito maximo apés 60 dias de fermentacao, periodo no qual todos os microrganismos
avaliados (E. coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis) foram
inibidos. Resultados semelhantes foram obtidos por Mizuta et al. (2020); neste caso,
na atividade antimicrobiana observada ap6s 7 dias de fermentacéo, os valores de
concentragdo inibitéria e bactericida minimas foram menores dos geralmente
observados para estudos com cha fermentado por periodos maiores.

A neutralizacao das amostras até pH 7,0 suprimiu o feito antimicrobiano tanto
contra S. aureus quanto S. enterica, revelando que o potencial anteriormente
verificado estava possivelmente relacionado ao conteudo &cido da bebida. O teor de
acidos organicos, sobretudo do acido acético, tem sido relacionado ao perfil inibitorio
da kombucha (Akarca, 2022; Vukmanovi¢ et al., 2022); no entanto, outras substancias
antimicrobianas, como as bacteriocinas, também tém sido consideradas (lgen et al.,
2023). Em ensaios ap6s fermentacao de 7 dias, Vukmanovic et al. (2022) verificaram
que a neutralizacao do cha interrompe o efeito inibitério contra S. aureus, E. faecalis,
Salmonela Typhimurium e E. coli; ademais, este efeito foi diretamente correlacionado
a concentragao inicial de agucar e temperatura de fermentagéo, que interferem na
acidez final da bebida. Esses resultados corroboram aqueles demonstrados por
Barbosa et al. (2022), no qual o ajuste do pH para 6,5 eliminou totalmente a
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capacidade antimicrobiana frente as linhagens analisadas tanto em kombucha
produzida com cha verde quanto com chd preto.

Ainda que a neutralizagdo da bebida em geral reduza o potencial de inibicdo
de patdgenos, o contetdo de acidos organicos nem sempre € o principal responsavel
pela atividade antimicrobiana. De acordo com Al-Mohammadi et al. (2022), o ajuste
de pH de amostras de kombucha com alta capacidade de inibir ou reduzir o
crescimento de microrganismos resultou em diminuicdo significativa da atividade
inibitdria; entretanto, as amostras avaliadas ainda foram capazes de inibir patégenos
como S. aureus e E. coli, cujo efeito foi relacionado principalmente a alta concentracao
de alcaloides responsaveis por danos na membrana celular microbiana, resultando
em lise celular.

Apos os ensaios de atividade inibitéria e bactericida minima, as amostras
diluidas em diferentes concentragdes (50 — 0,1%) nado apresentaram efeito no
crescimento dos patégenos analisados, assim como o CNF (0+0), sendo necessaria
a maxima concentragao da bebida fermentada para o efeito inibitério. Para Motafeghi
et al. (2023), diferentes concentragdes da bebida mostram variacées no potencial
bioativo, como antimicrobiano, antioxidante e anticancerigeno. Este fenémeno pode
ser explicado tendo em vista que solugdes diluidas contém concentragcbes menores
dos compostos responsaveis pelas respectivas atividades; além disso, como ja
discutido, o tempo de fermentacao nao foi suficiente para produzir um contetudo de
metabdlitos antimicrobianos que mantém efeito inibitério apés sua neutralizacéo e
diluico.

Considerando-se os resultados obtidos apds 7 dias de fermentagéo, bem
como os demais descritos na literatura, um maior tempo de fermentacdo é
recomendado para aumento da atividade antimicrobiana. Vale ressaltar, contudo, que
fermentacées mais prolongadas reduzem a atividade antioxidante da kombucha;
assim, as condi¢des de fermentacao para tal finalidade devem respeitar os parametros
ideais para a producao de bebidas com boa aceitacdo dentre os consumidores, cujas
preferéncias podem variar consideravelmente.

Destaca-se, ainda, que, apesar da extensa triagem de potencial
antimicrobiano ja revelado por diversos estudos, a compreensdao acerca dos
mecanismos moleculares e genéticos relacionados a biossintese desses compostos
ainda representa um gargalo a ser explorado. A resposta para essa questao, assim
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como para o perfil bioativo de modo geral, pode ser melhor compreendida apds um
maior entendimento de como a composi¢cao microbiana e sua dinamica no decorrer
do processo fermentativo influenciam na qualidade e no potencial bioativo da
kombucha

5.4 Estrutura taxonomica e diversidade microbiana de kombucha brasileiras

Dado os potenciais bioativos verificados anteriormente ap6s o processo de
fermentacao, metagendémica tipo Shotgun foi utilizada para examinar o perfil da
microbiota nas 19 comunidades de kombucha (fase liquida) apés 7 dias (Figura 8). A
analise dos metadados revelou diferencas na abundancia total de bactérias e
leveduras, assim como variagdes na composicao destas comunidades. As sequéncias
que compdem o total de reads (n: 62.223.438) corresponderam a 3 filos, 6 classes, 10
ordens, 19 familias, 54 géneros e 118 espécies. A diversidade microbiana geral foi
superior a verificada em estudos anteriores (Pradhan et al., 2023; Kahraman-llikkan,
2023; Jafari et al., 2022; Yang et al., 2022; Yuan et al., 2022; Toran-Pereg et al., 2021).
Os dados sugerem que a abordagem do tipo Shotgun pode fornecer um perfil de
microbiota mais completo, com ampla resolugdo taxon6mica e precisao na analise

deste tipo de bebida.
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Figura 8. Composicao metagendmica de comunidades presentes na fase liquida em
diferentes kombucha brasileiras.
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A abundancia relativa de bactérias (60,60%) foi maior que a verificada para
leveduras (39,40%). Pseudomonadota (Proteobacteria) (99,39%) foi o principal filo

bacteriano encontrado, em acordo com os resultados demonstrados por Celik Dogan
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et al. (2023) e Yuan et al. (2022). As familias Acetobacteraceae, Lactobacillaceae,
Staphylococcaceae, Pseudomonadaceae e Moraxellaceae foram identificadas nas
amostras, sendo Acetobacteraceae (99,32%) a dominante para o grupo de bactérias.
No caso das leveduras, os taxons dominantes pertenciam as familias Pichiaceae
(82%) e Trichomonascaceae (8,23%), ambas correspondendo ao filo Ascomycota
(100%).

Acetobacteraceae ¢é tida como a familia de bactérias geralmente dominante
em diferentes estudos envolvendo kombuchas, apesar das variagdes no processo de
fermentacao. Villarreal-Soto et al. (2020), verificaram que tanto a fase liquida (cha
fermentado) quanto para a fase sélida (SCOBY), cerca de 80% da comunidade foi
composta por esse taxon ap6s 15 dias de fermentacdo; Coton et al. (2017)
observaram que kombuchas fermentadas a partir de cha preto ou verde apresentaram
o mesmo perfil de dominancia em ambas as fases a nivel de familia, apesar de variar
a nivel de espécie; ja Kaashyap, Cohen e Mantri, (2021) observaram que mais de 99%
da comunidade de kombucha era composta por Acetobacteraceae, mesmo quando
da adicdo de 25% de cha oolong. Ainda que os parametros de producdo possam
variar, a constante presengca e dominancia de bactérias do acido acético (BAA)
cumpre um papel relevante para as caracteristicas tipicas da bebida, como a
biossintese de celulose e conteudo acido, mesmo que existam variagées na dinamica
e interacao entre 0s microrganismos que compdem uma cultura de kombucha (Li et
al., 2022; Subbiahdoss, Osmen e Reimhult, 2022).

Os principais géneros de bactérias observados nas kombuchas foram
Komagataeibacter (79,56%), Acetobacter (12,37%), Novacetimonas (5,21%) e
Gluconacetobacter (2,02%), correspondendo a até 99,17% dessa comunidade; estes
resultados estdo em consonancias com os observados por Yuan et al. 2022. O perfil
de leveduras demonstrou dominancia de Brettanomyces (79,84%), ocorrendo, ainda,
espécies de Wickerhamiella (6,19%), Starmerella (3,84%), Zygosaccharomyces
(1,47%) e Pichia (1,18%), correspondendo a 92,54% das espécies detectadas (Figura
9). Os mesmos géneros bacterianos foram os dominantes em amostras analisadas
por Yao et al. (2023), enquanto que para leveduras, os géneros em destaque
Saccharomyces, Brettanomyces e Pichia. Os referidos autores analisaram a
composi¢cdo metagendmica da bebida apos trés e seis dias de fermentagéo. Apesar
da complexidade da comunidade microbiana da kombucha, esses dados sugerem que
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7

seu perfil microbiano é relativamente estavel a nivel de género, mesmo com
alteragdes nos parametros de fermentacao, cuja composicao dominancia é observada
desde os primeiros dias de fermentagao do cha.

Figura 9. Distribuicdo dos principais géneros de bactérias (a) e leveduras (b) em
comunidades presentes na fase liquida de kombuchas brasileiras
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As 25 espécies microbianas mais abundantes nas kombucha analisadas sao
mostradas na Figura 10. Dentre elas, destacam-se Acetobacter musti, Acetobacter
papayae, Komagataeibacter xylinus, Komagataeibacter intermedius,
Komagataeibacter rhaeticus, Komagataeibacter swingsii, Novacetimonas hansenii,
Wickerhamiella sorbophila, Komagataeibacter saccharivorans e Brettanomyces
bruxellensis; as duas ultimas foram predominantes na maioria das amostras,
correspondendo a 39,60 e 31,38%, respectivamente, para os metadados. Para as
bactérias, K. saccharivorans representa 79,64% da comunidade, enquanto B.
bruxellensis corresponde a 65.35% nas leveduras. Para Pradhan et al. (2023), Landis
et al. (2022) e Villarreal-Soto et al. (2020), Komagataeibacter spp. e B. bruxellensis
também foram os tdxons majoritariamente dominantes, apesar das condi¢des de
fermentacao terem sido distintas; nesse contexto, os resultados aqui apresentados
indicam sua relevancia para a tipicidade da bebida, bem como para sua qualidade,
independentemente das variaveis de fermentacédo utilizadas.

Figura 10. Espécies mais abundantes na comunidade metagendmica de kombucha
brasileiras apés fermentacao de 25 °C durante 7 dias.
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A grande relevancia desses microrganismos dominantes para o perfil da
bebida fica evidente ao se comparar a microbiota de uma comunidade de kombucha
exposta a condigcdes de estresse extremos, semelhantes a Marte (atmosfera de
95,55% COg2, 2,70% Nz, 1,60% Ar, 0,15% Oz, ~370 ppm Hz20, presséo de 980 Pa, e
constantes variagdes de temperatura (-20 a 50 °C)), a um controle sob fermentacao
padréao; apesar da comunidade bacteriana reduzir drasticamente, de modo geral, a
dominéancia (81 a 84%) de espécies de Gluconacetobacter sp., Acetobacter sp. e
principalmente Komagataeibacter sp. foi significativamente superior mesmo nestas
condicoes (Goes-Neto et al., 2021). Além disso, 0 genoma dessas cepas dominantes
permaneceu inalterados (Lee et al., 2021), e sem mudancas relevantes no perfil
metabdlico (Santana de Carvalho et al., 2022) evidenciando que, mesmo em situa¢oes
de alto estresse, a comunidade se mantém relativamente estavel.

Apenas K. rhaeticus e Gluconacetobacter sp. SXCC-1 foram identificados em
todas as amostras analisadas (100%; n = 19); nesse sentido, ambas poderiam
caracterizar a microbiota core das kombuchas avaliadas. Além destas, N. hansenii, K.
xylinus e K. intermedius foram identificados em 90% das amostras (n = 17), sugerindo-
se uma funcéo relevante para a comunidade fermentadora. A abundancia de taxons
em 103 amostras de culturas starter de diferentes origens utilizadas comercialmente
para producao de kombucha foi analisada por Harrison e Curtin, (2021); estes autores
verificaram a dominéncia dos géneros Komagataeibacter (70,8%) Acetobacter
(11,7%), Gluconobacter (3,5%) e Lactobacillus (3,5%); das espécies do género
Komagataeibacter, 64% corresponderam a K. rhaeticus, em consonancia com dados
revelados neste estudo, bem como reforcando a hipdtese de SCOBY terem
comunidades microbianas relativamente conservadas, independentemente da
origem.

Importante destacar que, apesar de B. bruxellensis ndo compor a microbiota
core das amostras analisadas, a espécie foi observada em 68,42% das amostras (n =
13), sendo a terceira levedura mais prevalente, depois de W. sorbophila (84,21%, n =
16) e Starmerella bombicola (74,68%, n = 14). Além de Komagataeibacter (97%),
Harrison e Curtin, (2021) verificaram, ainda, a prevaléncia de Brettanomyces em 99%
das amostras.

A maioria das espécies dominantes encontradas neste estudo ja foi
extensivamente relatada na literatura; entretanto, Komagataeibacter oboediens é tida
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como uma espécie pouco comum para comunidades de kombucha, apesar do género
ser geralmente abundante. Essa espécie foi verificada anteriormente como dominante
apenas por Kahraman-Ilikkan (2023), que analisou a fermentacao artesanal de uma
amostra obtida na Turquia, onde também foram evidenciadas outras espécies
geralmente ndo convencionais, como Butyrivibrio fibrisolvens e Tetrapisispora sp. 1sso
acontece, uma vez que, particularidades nos meios de produgcédo ou condi¢cbes de
fermentacao podem contribuir tanto para reduzir a abundancia, quanto colaborar com
crescimento de determinadas espécies (Landis et al., 2021).

indices e estimadores da diversidade alfa foram calculados a partir dos
metadados a nivel de espécie (Tabela 7), e a partir dos grupos microbianos a nivel de
género para todas as amostras (Tabela 8 e Figura 11). Os dados demonstram que a
estrutura da comunidade microbiana das kombuchas brasileiras é altamente variavel,
tendo amostras com diferentes perfis, além de apresentarem variagbes entre as
comunidades de bactérias e leveduras. A heterogeneidade na composicdo da
populacdo e perfil de diversidade estdo relacionados sobretudo a falta de
padronizacdo durante producdes artesanais, que resultam na modulacao de uma
populagéo caracteristica, principalmente da microbiota menos abundante (Andreson
et al., 2022; Noronha et al., 2022).
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Tabela 7. Indices e estimadores de diversidade (alfa) a nivel de género a partir dos dados para os diferentes grupos nas amostras

de kombuchas brasileiras.

Amostra Chao-1 Dominéancia (D) Simpson (1-D) Shannon (H’) Equitabilidade (J)
Bac Lev Bac Lev Bac Lev Bac Lev Bac Lev

K02 7 25 0,7325 0,1676 0,2675 0,8324 0,6304 2,399 0,324 0,7452
K05 5 10 0,6223 0,2487 0,3777 0,7513 0,7552 1,751 0,4692 0,7602
K06 8 28 0,4122 0,2026 0,5878 0,7974 1,172 2,108 0,5637 0,6327
K08 5 16 0,7875 0,2039 0,2125 0,7961 0,5049 2,069 0,3137 0,7462
K10 6 5 0,6511 0,3442 0,3489 0,6558 0,6598 1,27 0,3683 0,7891
K11 3 1 0,4228 1 0,5772 0 0,9703 0 0,8832 -
K13 6 0,5658 0,8104 0,4342 0,1896 0,8283 0,4916 0,4623 0,2237
K15 5 0,9394 0,9939 0,06064 0,006083 0,1774 0,02072 0,1102 0,02989
K16 6 34 0,6689 0,1431 0,3311 0,8569 0,756 2,638 0,4219 0,748
K18 5 1 0,9357 1 0,06428 0 0,1864 0 0,1158 -
K20 5 12 0,9191 0,4726 0,08089 0,5274 0,2252 1,244 0,1399 0,5007
K21 5 14 0,2803 0,8689 0,7197 0,1311 1,397 0,386 0,8679 0,1463
K23 4 1 0,8045 1 0,1955 0 0,441 0 0,3181 -
K24 5 14 0,3583 0,8177 0,6417 0,1823 1,196 0,5077 0,7429 0,1924
K25 4 10 0,4133 0,5739 0,5867 0,4261 1,066 1,035 0,7687 0,4496
K26 6 7 0,5007 0,9238 0,4993 0,07624 1,03 0,2205 0,5751 0,1133

Continua
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Concluséo
K28 20 0,4439 0,6849 0,5561 0,3151 1,086 0,8514 0,6747 0,2842
K29 3 0,8757 0,8154 0,1243 0,1846 0,3043 0,3853 0,2195 0,3507
K30 8 0,8286 0,2712 0,1714 0,7288 0,4019 1,611 0,2497 0,7747
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De modo geral, quando a comunidade de leveduras a nivel de género é mais
diversa que a de bactérias, a diversidade pode ser até 5 vezes maior, 0 que €
evidenciado tanto pelo indice de Shannon (H’), com valores de até 2,63 (K16), quanto
pelos estimadores de equitabilidade e riqueza, valores semelhantes aos verificados
por Yuan et al. (2022). Entretanto, em comunidades como as observadas em K11,
K18 e K23, os indices apresentaram baixos valores para leveduras, com apenas um
género em sua composicao (Brettanomyces sp. para K11 e K18, e Wickerhamiella sp.
para K23). Cabe ressaltar que o efeito negativo de espécies dominantes de leveduras
sobre a diversidade foi relatado anteriormente por Yang et al. (2022). Importante
destacar, ainda, que a despeito da microbiota da amostra K11 apresentar apenas o
género Brettanomyces, trés espécies distintas foram observadas (B. bruxellensis,
Brettanomyces naardenensis e Brettanomyces nanus); esses dados reforcam a

relevancia deste tdxon para a comunidade microbiana de kombuchas brasileiras.
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Figura 11. indices e estimadores de diversidade (alfa) a nivel de género a partir dos
dados para os diferentes grupos nas amostras de kombuchas brasileiras.
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Em relacdo as bactérias, a maior diversidade foi verificada para as amostras
K21, K24 e K06, com indices H’ de 1,39, 1,19 e 1,17 respectivamente; e em K21 e
K24, com indice de Simpson (1-D) de 0,71 e 0,64, respectivamente. Estes valores
podem ser explicados devido aos diferentes pesos que cada indice confere a espécies
raras em relacao aquelas mais abundantes (Melo, 2008). De qualquer maneira, estes
valores sdo semelhantes aos observados por Kaashyap, Cohen e Mantri, (2021), a
nivel de espécie (H': 1,38). As comunidades mais diversas de leveduras foram K02
(H: 2,39, 1-D: 0,83) e K16 (H’: 2,63, 1-D: 0,85), com destaque para a riqueza de 34
géneros diferentes nesta Ultima amostra.

Geralmente, as leveduras apresentaram maior niumero de taxons distintos em

comparacdo com populacées mais homogéneas de bactérias. A maior riqueza de
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géneros bacterianos ocorreu em K06 (n: 8). Mesmo que o0 numero de tdxons seja um
ponto importante para a diversidade em uma comunidade, ndo define todos os indices
de diversidade, uma vez que, a abundancia desses taxons € tao relevante quanto
(Andreson et al., 2022); no presente estudo, sdo verificados apenas 11 géneros de
bactérias, ainda assim, a diversidade desde grupo neste nivel taxon6mico &, em
algumas comunidades, superior a diversidade de leveduras, que possuem alta riqueza
de géneros (n: 43) distribuidos entre as diferentes comunidades.

As analises dos dados metagendmicos mostraram que a nivel de espécie, a
maior diversidade microbiana ocorreu nas amostras K02, K05, K08, K23, K25, e
sobretudo em K06 e K16, segundo os indices de H’ e 1-D, tanto para bactérias quanto
leveduras. Tais comunidades também estiveram entre aquelas com maior nimero de
espécies distintas em sua composicdo e de maior equitabilidade; além disso,
tenderam a apresentar uma menor dominancia de um ou mais taxons. Mesmo que
determinado género seja dominante, a presenca de varias espécies pode garantir uma
maior diversidade; segundo Kaashyap, Cohen e Mantri, 2021, apesar de Acetobacter
sp. corresponder ao género como maior numero de individuos, a ocorréncia de 14
espécies lhe garantiu alta diversidade no estudo.

Uma menor diversidade foi verificada nas amostras K15, K24, K29,
principalmente em K21 e K11. Estas também apresentam a menor equitabilidade e a
maior dominancia. Em ambas as amostras (K21 e K11), as espécies dominantes
foram K. rhaeticus e B. bruxellensis. Além da ja discutida dominancia, outros fatores,
como condicbes empregadas no processo fermentativo podem reduzir
significativamente a diversidade; estes fatores nao s6 inferem na composicao geral da
comunidade como também na sucessao e dinamica entre as espécies microbianas;
por serem estirpes dominantes altamente adaptadas, suprimem o desenvolvimento
de outras pelo esgotamento de recursos e geracéo de compostos toxicos (Celik Dogan
et al., 2023). Segundo Arikan et al. (2020), as variacbes entre as diferentes
comunidades também podem estar relacionadas a rapidez com que o consumo de
nutrientes e a biossintese de compostos ocorre.
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Tabela 8. indices e estimadores de diversidade (alfa) a nivel de espécie a partir dos
dados do metagenoma (bactérias e leveduras) das diferentes amostras de kombuchas
brasileiras.

Amostra Ch1ao- Dominancia (D) Simpson (1-D) Shannon (H’) Equitabilidade (J)
K02 48 0,1311 0,8689 2,814 0,7269
K05 37 0,2155 0,7845 2,255 0,6246
K06 55 0,07597 0,924 3,099 0,7733
K08 35 0,1309 0,8691 2,646 0,7442
K10 29 0,4551 0,5449 1,457 0,4327
K11 6 0,9358 0,06417 0,1869 0,1043
K13 26 0,3501 0,6499 1,49 0,4572
K15 13 0,4652 0,5348 0,9359 0,3649
K16 59 0,06992 0,9301 3,314 0,8127
K18 15 0,4466 0,5534 1,023 0,3777
K20 32 0,4703 0,5297 1,401 0,4043
K21 22 0,8075 0,1925 0,6003 0,1942
K23 20 0,211 0,789 2,069 0,6905
K24 25 0,6819 0,3181 0,9354 0,2906
K25 29 0,142 0,858 2,486 0,7383
K26 23 0,6191 0,3809 1,001 0,3193
K28 34 0,5405 0,4595 1,378 0,3908
K29 22 0,6582 0,3418 0,9589 0,3102
K30 29 0,4033 0,5967 1,751 0,5201

A partir dos metadados, foi possivel correlacionar e agrupar as diferentes
amostras em trés grupos principais, considerando-se a distribuicdo e abundancia das
espécies (Figura 12). As amostras K06, K08, K16, K23 e K25 foram agrupadas,
correspondendo as comunidades com alta diversidade e distribuicao de espécies; por
outro lado, as amostras K10 e K18 agrupadas correspondem ao grupo com maior
nuamero de individuos, predominantemente K. saccharivorans. As demais amostras
formaram um outro agrupamento, menos proximo entre si quando comparado aos dois

primeiros grupos.
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Figura 12. Agrupamento e correlagcéo entre as diferentes amostras baseada no perfil
de distribuicdo metagendmica das comunidades.
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Nesse contexto, compreender o papel da origem do SCOBY no perfil de
distribuicdo taxondmica e diversidade microbiana, além do potencial bioativo, podem
revelar o quao diverso é o mercado brasileiro de kombucha, bem como evidenciar
pontos para atualizacées e/ou reformulagdes da regulamentacao vigente no Brasil.
Compreender a dindmica dessas comunidades, assim como seu papel na producéo
de compostos de interesse, podera trazer insights relevantes para se modular e se

definirem critérios para uma cultura de qualidade.

5.5 Efeito da proporcao entre bactérias e leveduras no perfil bioativo

A distribuicdo das comunidades de bactérias e leveduras é mostrada na
Figura 13 para cada uma das amostras. Baseado na distribuicao dos grupos
microbianos, as amostras foram classificadas em trés grandes grupos: i) o primeiro (>
31%, n = 6), de maior equilibrio dentre os grupos microbianos, compreendido por K13,
K15, K20, K08, K18 e K02; o segundo (> 26%, n: 5), com dominancia de bactérias,
compreendido por K10, K23, K29, K30 e K05; e, por fim, o terceiro, com prevaléncia
de leveduras (> 42%, n: 8), compreendido por K11, K21, K24, K28, K06, K26, K16 e
K25 (Figura 14). Apesar de bactérias serem consideradas as mais abundantes em
kombucha (Landis et al., 2022; Pradhan et al.,, 2023), diversos estudos tém
demostrado que essa proporcdo pode variar, com amostras sendo compostas
predominantemente por leveduras, sobretudo na fragédo liquida da bebida (Kaashyap,
Cohen e Mantri, 2021; Kahraman-Ilikkan, 2023; Yao et al., 2023).

Comunidades compostas majoritariamente por leveduras podem conter maior
teor alcéolico, uma vez que, esse grupo sao consideradas 0s principais produtores de
etanol na fermentacédo da kombucha (Antolak, Piechota e Kucharska, 2021). Por outro
lado, uma composi¢cao dominante em bactérias pode produzir uma bebida mais 4cida,
sobretudo com altos teores de acido acético (Neffe-Skocinska et al., 2017). Vale
destacar que, espécies como B. bruxellensis sao excelentes produtoras de &cido
acético em condicoes aerodbias, e, portanto, podem modificar esse perfil da bebida
(Villarreal-Soto et al. 2018). Além disso, quando na populacéo de leveduras no indculo
estdo presentes espécies com alta atividade invertasica, o conteudo de compostos
fenodlicos é alto, e contribui diretamente com atividades antioxidantes devido a maior
disponibilidade de acgucares fermentaveis (Jafari et al., 2020).
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Figura 13. Distribuicdo de bactérias e leveduras em kombuchas brasileiras apds
fermentacao a 25 °C por 7 dias.
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Nesse contexto, o papel das populacées de bactérias e leveduras sao
distintos durante a fermentagéo da kombucha (Villarreal-Soto et al. 2020); assim, além
da composi¢do de espécies, a distribuicdo e sucessao entre esses grupos pode
influenciar nas caracteristicas bioativas das bebidas. Durante a fermentacdo, a
invertase periplasmatica das leveduras presentes catalisam a hidrélise enzimatica da
sacarose, resultando nos monossacarideos glicose e frutose, além do etanol
produzido na fermentagdo alcéolica (Villarreal-Soto et al. 2018), logo apéds, a
microbiota acética oxida a glicose principalmente em acido acético e gliconico e
converte a frutose e o etanol em &cido acético como resultado do metabolismo
oxidativo; além de produzirem a pelicula celulésica para formagéo de um novo SCOBY
(Lynch et al., 2019; Tran et al. 2020).
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Figura 14. Abundancia relativa (%) (a) e agrupamento (b) das amostras de kombucha
baseado na distribuicao de bactérias e leveduras na comunidade microbiana.
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Foi observada uma correlacéo positiva entre a predominancia de leveduras e
o perfil de atividade antioxidante e teor de flavonoides totais nas kombucha
produzidas; ndo foram verificadas associacdes entre a abundancia de um grupo
especifico e o teor de fendlicos e/ou atividade antimicrobiana (Figura 15). Além disso,
foi observada uma alta correlagdo negativa entre a predominancia de leveduras e de
bactérias. Os diferentes perfis metabdlicos na complexa composicdo espécies de
leveduras na comunidade microbiana da kombucha podem estar relacionados a baixa
correlacdo a nivel de reino, uma vez que a abundancia de leveduras nao indica,
necessariamente, a presenca de espécies responsaveis e/ou associadas a producao
de compostos bioativos; ademais, mesmo que em abundancias baixas, espécies de

bactérias podem desempenhar papéis essenciais na fermentagéo (Tran et al., 2020).
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Figura 15. Correlacao entre o perfil bioativo e propor¢éo de bactérias e leveduras na
comunidade microbiana de kombucha
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DPPH: Redugéo do radical 1-difenil 2-picrilhidrazil. ABTS: Reduc¢éo do radical 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico. TPC: Teor de compostos fendlicos
totais. TFC: Teor de flavonoides totais. Anti SA: Atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus. Anti SE: Atividade antimicrobiano frente a Salmonella
enterica.

E correto supor, portanto, que apesar da relagéo entre a abundancia relativa
de bactérias e leveduras e, consequentemente, sua proporcao, e o potencial de
atividade biologica, outros fatores podem cumprir um papel relevante, a exemplo da
composicao da comunidade a nivel de espécie. Assim, faz-se necessario avaliar o
papel dos diferentes grupos microbianos da microbiota da kombucha, a fim de se
elucidar seu verdadeiro papel na biossintese de compostos bioativos de interesse.
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5.6 Influéncia da origem do SCOBY na diversidade microbiana de kombucha
brasileiras

O Brasil foi o primeiro pais a regulamentar a produgdo e identidade de
kombucha, fenédmeno que acompanhou a popularizagédo da bebida nos ultimos anos
em territério nacional (MAPA, 2019; Batista et al., 2022). Vale destacar, ainda, que o
Brasil € um dos maiores paises do mundo em termos de extenséao territorial, de
significativa variedade climatica a depender da regido (IBGE, 2010); nesse sentido,
faz-se necessario avaliar como essa heterogeneidade de condicdes pode influenciar
nas caracteristicas das bebidas aqui produzidas e comercializadas.

A Figura 17 mostra o perfil metagenémico das espécies que compdem a
comunidade das kombuchas obtidas de matérias-primas das diferentes regides
brasileiras. Foram selecionadas amostras de comunidades de quatro regides do pais
(Centro-oeste: 5; Nordeste: 1; Sul: 5; e Sudeste: 8). Apesar do n amostral ndo ser
igual entre todas as regides, a curva de rarefacdo (Figura 16) demonstrou que o
esforco amostral foi suficiente para inferir aspectos em todos os grupos. As
comunidades possuem diferentes perfis mesmo entre amostras de uma mesma
regido. A maior diversidade de espécies foi verificada da regido Sudeste (SD), seguida
pela regiao Sul (SL), Centro-oeste (CO) e Nordeste (NO). No entanto, ao se considerar
0 numero de amostras para cada regido, a ordem média de riqueza é modificada, com
0 maior numero de espécie seguindo o padrdao NO > SL > CO > SD. Mesmo no limite
regional, diversos fatores ambientais podem variar entre os Estados, como dominios
e subdominios climaticos, além da sazonalidade de temperatura e umidade relativa
do ar (Novais e Machado, 2023; Cavalcanti, 2016). Estes resultados reforcam a

heterogeneidade das populag¢des para cada grupo de estados brasileiros.
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Figura 16. Curva de rarefagédo do esforgo amostral para cada regiao do Brasil.
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SD: Regiao Sudeste. CO: Regiao Centro-oeste. SL: Regidao Sul. NO: Regido Nordeste

Bactérias compdem a maior parte da microbiota das amostras de todas as
regides avaliadas: SD (53,24%), CO (69,40%), SL (52,12%); exceto NO, cujas
amostras apresentaram > 95% de leveduras. Para todas as regides, o filo
predominante foi Pseudomonadota (Proteobacteria). De acordo com Suhre et al.
(2021), que analisaram 6 amostras de kombucha produzidas e comercializadas no
Brasil, estas revelaram, além de Pseudomonadota, o filo Bacillota (Firmicutes) como
0 mais abundante nas amostras analisadas (69-99%). No presente estudo, apesar de
ocorrer em >75% (n: 15) das amostras, a abundancia relativa de Bacillota € menor
que 1% no total.

Lactobacillaceae, Staphylococcaceae e Acetobacteraceae foram comuns
para as amostras de todas as regides; estas familias foram dominantes em apenas 1
das 6 amostras de kombuchas brasileiras avaliada por Suhre et al. (2021),
provenientes da regido Sul do pais. A nivel de género, Komagataeibacter sp. foi
dominante em todas as comunidades, entre 90 e 40% na SL e NO, respectivamente;
apesar dos demais principais géneros diferirem entre as amostras. De acordo com
Barbosa et al. (2021), que analisaram kombuchas da regido Sudeste, a abundancia
de bactérias foi, em geral, maior que a de leveduras, de acordo com o observado neste
estudo; Komagataeibacter sp. foi o género bacteriano dominante no decorrer de 15
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dias de fermentacdo, com destaque para K. hansenii (41,2%), K. europaeus (23,5%)
e K. xylinus (14,7%), demonstrando seu relevante papel na fermentagéo do cha.

A abundéancia relativa da microbiota de kombuchas, a nivel de género é
mostrada na Figura 17. Para amostras da regido SD e CO, os géneros mais
abundantes foram Acetobacter sp. e Novacetimonas sp.; no SL e NO, o segundo
género de maior ocorréncia foi Novacetimonas sp.; contudo, Gluconacetobacter sp. e
Pediococcus sp. ocorreram como terceiro taxon mais abundante em amostras
produzidas nestas regides. Komagataeibacter sp., Gluconobacter sp.,
Liquorilactobacillus sp. e Oenococcus sp. foram os principais géneros bacterianos
revelados por Suhre et al. (2021).

Figura 17. Distribuicdo dos principais géneros de bactérias na microbiota de
kombuchas brasileiras.
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Pichiaceae foi a principal familia de leveduras nas amostras de todas as
regides, com dominancia entre 71,61 a 93,68% no SD e NO, respectivamente. A
familia Trichomonascaceae foi a segunda mais abundante nas comunidades.
Segundo Linder (2019), Pichiaceae e Trichomonascaceae fazem parte de um grupo
restrito de leveduras que possuem a via completa de assimilagdo de nitrato, o que
pode favorecer seu crescimento mesmo em condigdes de deplegdo de nutrientes.
Nas regides CO e NO, Brettanomyces sp. comp0s > 90% da populacao, enquanto que
no SD e SL, apesar de ser o tdxon mais abundante, este representou menos de 80%
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dos géneros verificados (Figura 18). Segundo Noronha et al. (2022), em trabalho
realizado com amostras do Sul do Brasil, a abundancia de leveduras comuns tendeu
a permanecer constante durante todo o processo de fermentacéo, enquanto que BAA
apresentaram tendéncia a reducao a depender da disponibilidade de oxigénio e
nutrientes. Por outro lado, ndo foi observada diferenca estatistica nas contagens de
ambos 0s grupos em amostras da referida regidao brasileira (Cardoso et al., 2020).
Esse perfil € importante para o equilibrio na producédo de acidos orgéanicos, que em
altas concentragdes influenciam negativamente na qualidade do produto, sobretudo
no flavor.

Em amostras do SD, CO e NO, Wickerhamiella sp. e Starmerella sp. foram
mais abundantes; o SL difere em apresentar Zygosaccharomyces sp. entre os trés
principais taxons. Altas abundancias de Zygosaccharomyces tém sido identificadas
em kombuchas brasileiras, bem como Rhodotorula sp. e Saccharomyces sp. (Barbosa
et al., 2021). Tais géneros compdéem a microbiota relevante para a fermentacao da
kombucha; assim, cumprem um papel relevante nao apenas durante a hidrélise inicial

de acucares, mas também durante todo o processo produtivo.

Figura 18. Distribui¢cdo dos principais géneros de leveduras na microbiota kombuchas
brasileiras.
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Em termos de abundancia relativa de espécies, as regides CO e SL possuem
maior similaridade entre si, € mostrado na Figura 19. Ambos os grupos apresentaram
dominéncia de K. saccharivorans e B. bruxellensis, com 54.42% e 27.56% para o CO
e 38.66% e 36.93% para o SL, respectivamente. No SD, essas duas espécies também
predominaram, com indices de 30,45% para B. bruxellensis e 14,72% para K.
saccharivorans. Apesar da abundancia de B. bruxellensis ter sido semelhante nas
regidbes SL, CO e SD, nesta ultima o perfil de BAA também foi dominado por

Acetobacter papayae (9.06%) e Novacetimonas hansenii (7.79%).
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Figura 19. Distribuicdo das principais espécies de bactérias e leveduras em comunidades presentes na fase liquida de kombucha
com origem em diferentes regiées do Brasil
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Apesar da microbiota de kombuchas brasileiras ser composta por espécies
similares para todas as amostras, a divergéncia de riqgueza e abundéancia deve
desempenhar importantes papéis durante a fermentacdo, apesar de nao serem
criticamente indispensaveis para que o processo ocorra. Suhre et al. (2021), também
destacou diferengas significativas entre suas seis amostras de kombucha comerciais,
gue foram agrupadas em trés grupos, o primeiro, dominado por Oenococcus oeni (44
- 99%), Liquorilactobacillus ghanensis (25%) e Pantoea stewartii (16%); 0 segundo,
predominantemente continha K. rhaeticus (44,7%), G. oxidans (22,9%), K.
saccharivorans (11,9%) e Acetobacter peroxidans (11,7%), e o terceiro grupo,
composto por Liquorilactobacillus nagelii (40-92%), L. ghanensis, (21,5%), K.
rhaeticus (11%) e K. saccharivorans (10%); em cada um destes grupos, ocorreram
tanto espécies abundantemente encontradas no presente estudo, como K.
saccharivorans, quanto espécies nado identificadas previamente, como as
predominantes do primeiro grupo.

A regiao NO possui alta dominéncia de espécies (Figura 20), dentre elas, as
trés mais abundantes sdo leveduras: B. bruxellensis (89,7%), Wickerhamiella
sorbophila (2,4%) e S. bombicola (1,0%); K. saccharivorans nao foi detectada. Nessa
comunidade, N. hansenii, K. rhaeticus e Pediococcus pentosaceus foram as bactérias
mais abundantes, que juntas, representam menos de 3% da composicdo da

comunidade.
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Figura 20. Distribuicdo da abundancia relativa de espécies para amostras de
kombucha de cada regiao.
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Uma alta riqgueza de BAA foi verificada na regido CO, onde, nas 15 espécies
mais abundantes, estdo incluidas principalmente espécies do género
Komagataeibacter sp., como K. intermedius, K. rhaeticus, K. xylinus,
Komagataeibacter europaeus € Komagataeibacter swingsii; de Acetobacter musti e
Acetobacter pasteurianus; ainda N. hansenii e Gluconacetobacter sp. SXCC-1. A
ocorréncia frequente de Komagaeibacter spp. tem sido discutida em diversos estudos;
este género tém sido relacionado a diferentes funcées durante a fermentacao de
kombucha, como a biossintese de acidos organicos que conferem caracteristicas
tipicas da bebida, elevada taxa de consumo do agucar disponivel e/ou formagédo do
biofilme celuldsico (Semjonovs et al., 2017; Gullo et al., 2019; La China et al., 2021;
Gupte et al., 2021; Landis et al., 2022). Além disso, como ja destacado, apresentam
um genoma estavel em diferentes condicdes ambientais (Santana de Carvalho et al.,
2022), caracteristicas que conferem vantagens seletivas ao taxon.
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Baseado na similaridade da distribuicdo de espécies que compdem as
diferentes comunidades avaliadas, uma correlagdo pOde ser observada dentre as

regides avaliadas, bem como um provavel agrupamento (Figura 21).

Figura 21. Agrupamento (a) e correlagao (b) entre as diferentes regiées do Brasil
baseada no perfil de distribuicdo metagendmica das comunidades.
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(a) Dendrograma de similaridade entre as amostras. (b) Correlacao de Pearson. SD:
Regido Sudeste. CO: Regidao Centro-oeste. SL: Regido Sul. NO: Regiao Nordeste

Espécies comuns as amostras de todas as regides podem ser consideradas
como microbiota core, com destaque para B. bruxellensis, Candida boidinii,
Geotrichum candidum, Lipomyces starkeyi, Nadsonia fulvescens, Ogataea
polymorpha, Saprochaete ingens, Pichia kudriavzevii, Starmerella bacillaris, S.
bombicola, Sugiyamaella lignohabitans, Tortispora caseinolytica, Trichomonascus
ciferrii, W. sorbophila e Yarrowia lipolytica. Dentre as bactérias, destaque para
Gluconacetobacter sp., K. rhaeticus, Komagataeibacter swingsii, K. xylinus,
Macrococcus caseolyticus, N. hansenii e P. pentosaceus, A presenca e interacao de
taxons pertencentes a comunidades core garantem a tipicidade da bebida, apesar das
diferencas nas varaveis de processo.

Apesar da microbiota core ser considerada geralmente estavel, diferencas
significativas na composi¢cdo da comunidade microbiana na fase liquida (cha
fermentado) e fase sélida (SCOBY) ja foram destacadas (Fabricio et al., 2022). Varias
espécies tidas como frequentemente presentes em amostras de kombucha por
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diversos estudos (inclusive nesta pesquisa), a exemplo de Komagataeibacter spp.,
para Fabricio et al. (2022), sdo comuns apenas na fragao sdlida, enquanto espécies
de leveduras como B. bruxellensis compdem entre 98,8 — 99,9% da comunidade nas
duas fases da kombucha. Segundo Kilmanoglu, Yigit e Durak, (2023), que analisaram
a fermentacéo de kombucha por uma monocultura de B. bruxellensis e sua co-cultura
com Acetobacter papayae, apenas a levedura nao é capaz de sintetizar compostos
com atividade antioxidante significativa, além de produzir uma bebida com maior teor
de &cido acético; dessa forma, apesar de compor a comunidade microbiana, as
interacdes sao indispensaveis para a tipicidade da bebida.

Tao relevante quando reconhecer a microbiota core, é evidenciar espécies
que compdem apenas uma regido, permitindo projetar caracteristicas fermentativas
durante a producéao, baseadas no papel de cada taxon. Das quatro regides, apenas
no NO n&o apresentou espécies exclusivas. No SD, destacaram-se Acetobacter spp.,
tais como Acetobacter conturbans, Acetobacter fabarum, Acetobacter garciniae,
Acetobacter lambici, Acetobacter lovaniensis, Acetobacter orientalis, Acetobacter
papayae, Acetobacter peroxydans, Acetobacter vaccinii, Acetobacter suratthaniensis
e Acetobacter syzygii; Acetobacter consiste em um dos géneros mais diversos da
kombucha (Ojo e Smidt, 2023). Ademais, Acinetobacter guillouiae, Gluconacetobacter
azotocaptans e Lactobacillus sp., bem como Candida californica, Candida
inconspicua, Pichia kluyveri e Pichia membranifaciens também foram detectados.

Lactobacillus sp., que ocorrem apenas na regidao SD, nao foram relatados em
estudos na mesma regiao por Barbosa et al. (2021); esses autores destacaram a
auséncia de espécies de bactérias do &cido latico (BAL) em todas amostras
analisadas, indicando que, apesar de possuirem um importante papel, esse grupo nao
é indispensavel para o processo de fermentacédo. O papel de BAL é frequentemente
relacionado a producao de acidos organicos que contribuem para a acidificagao inicial
do cha, permitindo o crescimento mais eficiente de bactérias e leveduras acido
tolerantes essenciais para o processo; portanto, apesar de fornecerem meios que
favorecam populacbes, sua auséncia ndo implica em perda da capacidade
fermentativa da bebida (Savary et al., 2021; Hooi et al., 2023).

Tanto no SL quanto no CO, as amostras avaliadas apresentaram
principalmente espécies de leveduras como microbiota exclusivamente tipica destas
regides. No SL, destaque para Ascobolus immersus, Candida intermedia,
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Galactomyces reessii, Microthyrium microscopicum, Protomyces lactucae-debilis,
Schizosaccharomyces japonicus, Schizosaccharomyces pombe e Yamadazyma
tenuis, bem como Acetobacter senegalensis e Gluconobacter cerinus. Dartora et al.
(2023) verificaram em amostras do sul do pais, leveduras como Myrmecridium
schulzeri, Aureobasidium pullulans, Candida orthopsilosis, Naganishia diffluens e
Naganishia liquefaciens, assim como Methylobacterium radiotolerans, Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas mendocina e Sphingomonas paucimobilis foram
detectadas em amostras de kombucha produzidas no Sul do pais (Dartora et al, 2023),
consideradas relevantes tanto para a formagéo de caracteristicas tipicas da bebida,
quanto compostos off-flavour indesejaveis.

Nas amostras do CO, espécies bacterianas de 3 géneros distintos foram
detectadas, como Acetobacter fallax, Acetobacter oeni, Acetobacter pomorum,
Acidomonas methanolica e Gluconobacter oxydans; por outro lado, leveduras foram
mais diversas, com destaque para Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata),
Kazachstania africana, Kazachstania naganishii, Lachancea dasiensis, Lachancea
fermentati, Naumovozyma castelli, Naumovozyma dairenensis, Saccharomyces
cerevisiae, Tetrapisispora blattae, Torulaspora delbrueckii, Torulaspora globosa,
Vanderwaltozyma polyspora, Zygosaccharomyces bisporus, Zygosaccharomyces
mellis, Zygosaccharomyces parabailii, Zygosaccharomyces rouxii € Zygotorulaspora
mrakKii.

Dentre as espécies exclusivas do CO, S. cerevisiae se destaca, tendo em vista
que este consiste no taxon geralmente relatado em estudos anteriores (Ansari et al.,
2023). Segundo Meng et al. (2024), populagbes de S. cerevisiae ocorrem
principalmente no inicio da fermentagdo, com abundéncia de até 77,60% no segundo
dia de fermentagdo, sendo dominante neste periodo; entretanto, o processo de
fermentacado geralmente favorece o crescimento de B. bruxellensis, que se torna
dominante até o 7° dia. Essa dindmica microbiana ocorre em todas comunidades de
kombucha, de forma diversa e entre diferentes espécies e grupos. Compreender os
mecanismos de ajuste das populacées em cada ambiente e composicao € o primeiro
passo para desenvolver um indculo que possa ser utilizado como cultura starter, e que

seja capaz de produzir uma bebida com composicao bioativa e microbioldgica predita.
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5.7 Efeito da interacao e perfil da comunidade microbiana na composicao
quimica e bioativa da kombucha

A composicdo quimica das amostras de kombucha esta apresentada na
Tabela 9. As diferentes comunidades microbianas resultam em perfis quimicos
distintos, com concentracées de metabdlitos maiores nas amostras fermentadas do
que no cha nao fermentado (CNF). Os &cidos acético, glicurbnico e succinico
correspondem aos principais metabodlitos gerados no decorrer do processo
fermentativo, cujas concentragdes sdo mais elevadas em relagdo aos demais, com
até 2271,11; 1884,88 e 1424,51 mM, respectivamente. Segundo Leal et al. (2018) e
Sknepnek et al. (2021), glicurénico e acético, sdo os acidos organicos majoritarios na
fermentacdo da kombucha, e colaboram diretamente com sabor da bebida (Vitas et
al., 2018; Tran et al.,, 2020). Starmerella spp. e Komagataeibacter spp. estédo
relacionadas a producao de &cido glicurénico, sendo geralmente dominantes em
bebidas com alto teor do acido (Li et al., 2022) Em nosso estudo, ambas as espécies
ocorrem com frequéncia das comunidades, exceto nas amostras K11, K23, K15 e K18,
onde nao foram identificadas cepas da levedura; importante ressaltar que, essas duas
ultimas amostras (K15 e K18) possuem o menor teor e ND, respetivamente. Dessa
forma, a ocorréncia de Starmerella spp., como S. bacillaris e S. bombicola, podem
contribuir direta ou indiretamente com a biossintese de acido glicurdnico durante a
fermentacao da kombucha.

Os acidos butirico, malico e latico foram detectados em todas as amostras
fermentadas, exceto para K02 para os dois ultimos. Segundo Savary et al. (2021),
diversos acidos organicos, incluindo os acidos malico, glicurdnico, glicbnico, sao
produzidos em fermentacdes na presenca simultanea de B. bruxellensis e Acetobacter
tropicalis, que ocorrem nas comunidades analisadas nesse estudo. Apesar de
detectado na maioria das amostras, o acido latico esteve presente em baixas
concentracdes, quando comparados a estudos anteriores; de acordo com Moens,
Lefeber e De Vuyst (2014), algumas espécies de BAA, como A. pasteurianus, podem
oxidar esse composto em &cido acético. Acido propidnico foi observado em diversas
amostras, exceto em K02, K08, K10, K11, K15, K18, K21, K25 e K28,
significativamente (p> 0,05) semelhantes ao CNF. Dentre as amostras onde foi
detectado, K13 e K23 foram as unicas que apresentaram atividade antimicrobiana



101

tanto contra S. aureus, quanto para S. enterica. De acordo com Antone et al. (2022),
esse acido organico possui um alto potencial antimicrobiano, que pode atuar mesmo
em baixas concentracoes, incluindo S. aureus.

O &cido glicénico foi detectado apenas em K24 e K25. Segundo Martinez-
Leal, Ponce-Garcia e Escalante-Aburto (2020), durante o processo de fermentagéo
da kombucha, o acido glicénico pode ser convertido a acido glicurénico pela atividade
de BAA, o que pode explicar a falta de detecgdo desse metabdlito em nossas
amostras, visto o alto teor de acido glicurénico em todas as bebidas. Assim como o
acido glicénico, dentre os compostos fendlicos, acido galico foi detectado apenas nas
amostras K24 e K25. K25 esta entre as amostras que possuem a maior diversidade
microbiana e distribuicao de espécies, além disso possui um perfil de composicéao
distinto das demais analisadas, com dominancia de Z. rouxii, espécie que nao ocorre
das demais comunidades; além disso, essa amostra apresentou o menor teor de acido
succinico, indicando o seu uso como fonte de carbono para produgdo dos demais
acidos. Li et al. (2022) obtiveram achados semelhantes, descreveram que
fermentacdes contendo uma co-cultura de Z. rouxiie S. cerevisiae apresentaram baixa
producdo de acido succinico, enquanto produziram altas concentragdes de acido
galico. Acido galico € um importante antioxidante frequentemente observado em
fermentagdes de kombucha em diversos estudos (lvaniSova et al., 2019); no entanto,
seu conteudo esta intimamente relacionado ao tipo de substrato, sendo encontrado
naturalmente em maiores concentracées no cha preto, diferente do padronizado para
esse estudo.

O &cido folico foi o principal composto fendlico identificado, estando presente
em todas as amostras, com concentracdes de até 275,03 mM (K05), e no CNF (87,45
mM). Esse metabdlito, conhecido também como vitamina B9, ndo é sintetizado
naturalmente por células de mamiferos, que carecem de fontes exdgenas, entretanto
€ um importante suplemento para o0 metabolismo humano, sendo associado a diversos
efeitos benéficos a saude (Barry et al., 2023). Apesar de serem altamente sensiveis a
variacdes de temperatura e presenca de oxigénio, Shulpekova et al. (2021), relataram
que compostos antioxidantes podem inibir sua oxidagao, o que pode explicar as altas
concentragdes nas amostras de kombucha analisadas.

Os metabdlitos acido caféico, quercetina e rutina nao foram detectados nas
amostras. Para Kim et al. (2023), é possivel obter altas concentragdes de acido caféico
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utilizando linhagens de Bacillus xiamenesis e S. cerevisiae como principal composi¢ao
da microbiota; o primeiro ndo foi identificado nas comunidades nesse estudo e o
segundo apenas na amostra K25. Esses autores relataram ainda que a sintese de
rutina, pode estar relacionada a uma dominancia de K. intermedius e B. bruxellensis.
De modo geral, mesmo que compostos sejam produzidos durante o processo de
fermentacao, a continuidade das interag6es microbianas pode resultar na degradacéo
e/ou utilizacdo desses metabdlitos para sintese de produtos finais ou outros
intermediarios (Wu et al., 2023).

Apesar de ocorrer a fermentagcdo alcoolica por leveduras, o etanol foi
detectado apenas nas amostras K24, K28, K29 e K30. Segundo Kim et al. (2023), o
etanol é abundantemente produzido em fermentacdes tendo K. intermedius e B.
bruxellensis como cultura starter; no presente estudo, apesar de estarem presentes
na maioria das comunidades, essas espécies nao foram capazes de produzir esse
metabdlito em grandes concentracfes; seus baixos teores podem indicar rapida
oxidacao do metabdlito, pelo metabolismo das BAA, em acido organicos, sobretudo o
acido acetico.



Tabela 9. Composi¢do quimica (mM) de diferentes amostras de kombucha apds o 7° dia de fermentacao (25 °C).
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Amostra  Ac. Acético Ac. Glicurdnico  Ac. Gliconico  Ac. Latico Ac. Succinico  Ac. Malico  Ac. Propidnico
K02 107.08 £ 0,22 1884.88 + 8,8 ND @ ND 1181.13 £ 11,5 ND ND 2
K05 46.46 £0,8 2 1848.67 £ 9,7 ND 2 116.01 1,7 770.85 £6,4 15.89 £0,0 2.97 +0,1
K06 227111 +16,6 1677.04 +17,4 ND 2 134.33 £ 0,7 865.36 £ 4,2 15.74 £ 0,3 23.22 +0,3
K08 148.71 £5,02 1463.58 + 12,8 ND @ 37.19+£0,9 763.40 £ 3,9 13.80 £ 0,2 ND 2
K10 1559.37 + 13,9 1353.71 £18,5 ND @ 100.13+1,6 552.46 +1,8 13.35+0,2 ND 2
K11 270.61 £1,22 1538.12 + 3,1 ND 2 39.96 + 0,1 1424.51 £+ 6,3 14.39 £ 0,0 ND 2
K13 1694.25 + 14 1 1347.43 + 11,3 ND 2 100.47 £ 0,6 611.82 +£8,4 14.54 £ 0,1 8.23+0,3
K15 35.14+042 794.48 £13,82 ND 2 ND 415.62 £ 6,3 9.32+0,12 ND 2
K16 32.31+0432 953.02 +19,6 2 ND @ 119.23 +2,2 39258 +1,8 14.47 £ 0,2 3.10+£0,0
K18 979.18 £5,9 ND ND 2 76.93+04 518.42 £5,5 12.01 £0,1 ND 2
K20 1359.53+1,0 1008.55+4,12 ND 2 90.70 £ 0,0 484.80 £ 0,9 13.20 £ 0,1 4.32 +0,1
K21 250.96 £0,52 1088.65 + 7,7 ND 2 48.40 + 0,2 939.71 £ 3,8 12.38 £ 0,1 ND 2
K23 149.38+0,6 2 1039.46 + 10,6 ND 2 25.42 +0,2 520.96 £+ 2,8 15.44 £ 0,1 2.70+0,0
K24 58.28 +0,32 913.36 £6,32 3.98 £ 0,1 22.76 £ 0,1 @ 267.17 £1,0 14.99 £ 0,1 2.29+0,02
K25 1389.51 +1,7 1238.80 £ 6,8 5.05+0,1 96.80 + 0,1 180.71 1,12 15.21 £0,2 ND 2
K26 1686.43 + 1,6 107417 £ 2,7 ND 2 42.74 + 0,2 190.19+0,22 14.02 £ 0,1 4.72 +0,1
K28 77.77 +0,02 994.44 + 2,6 ND 2 24.31+£0,02 413.67 0,4 14.77 £ 0,0 ND &
K29 1811.32 + 1.8 1234.93 £ 2,5 ND 2 116.45+0,3 667.71 £1,3 13.72 £ 0,1 12.69 £0,2
K30 1208.16 £+ 1,5 1069.64 + 2,8 ND 2 1135704 589.55 £ 0,7 13.20 £0,2 10.26 £0,2
CNF 21.82+0,02 699.39+2,12 ND 2 21.65+0,02 ND 2 7.09+£0,02 2.29+0,02

Continua
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Conclusao
Amostra  Ac. Butirico Ac. Galico Ac. félico Ac. caféico Rutina Quercetina Etanol
K02 43.58+ 0,32 ND @ 256.39+11.9 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K05 135.29+ 2,1 ND 2 275.03£ 5.5 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K06 245.26+ 4,0 ND 2 241112 7.7 ND 2 ND 2 ND & ND &
K08 43.70+ 0,82 ND @ 238.94+ 8.2 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K10 302.24+ 2,9 ND @ 183.66+ 8.5 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K11 36.32+ 0,32 ND @ 233.02+ 3.0 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K13 203.84+1,4 ND 2 191.66+ 6.6 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K15 29.74+ 0,7 2 ND 2 152.73+ 6.2 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K16 172.40+ 0,1 ND @ 215.40+ 3.1 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K18 165.02+ 0,6 ND @ 159.33+ 4.8 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K20 143.68+ 0,8 ND 2 167.58+ 1.7 ND 2 ND 2 ND 2 ND &
K21 27.01x0,52 ND 2 190.16+ 3.4 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K23 208.83+ 0,8 ND 2 141.87+ 3.1 ND 2 ND 2 ND & ND &
K24 148.00+ 0,6 28.63+ 0,3 11443+ 252 ND 2 ND 2 ND 2 277.90+ 3,4
K25 118.15+£ 0,7 33.33x 0,3 152.23+ 2.2 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2
K26 64.81+ 0,4 ND 2 244.06+ 1.2 ND 2 ND 2 ND 2 ND &
K28 144.36+ 0,3 ND 2 154.11+£ 4.3 ND 2 ND 2 ND 2 309.16+ 0,1
K29 226.65* 0,6 ND 2 227.08+£12.5 ND 2 ND 2 ND 2 202.13+1,8
K30 163.89+ 0,3 ND 2 173.91£ 3.3 ND 2 ND 2 ND 2 135.26+ 0,3
CNF 37.91x0,22 ND 2 87.45+2432 ND 2 ND 2 ND 2 ND 2

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de ensaios em triplicata. Os sobrescritos representam dados com
similaridade significativa (p<0,05) com o CNF pelo teste de Tukey, em ANOVA um critério para cada coluna. CNF: Cha néo

fermentado. ND: Nao detectado.
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Além dos diferentes perfis de diversidade e dominancia de espécies,
apresentados pelas comunidades das amostras de kombucha, as populagdes tendem
a apresentar um perfil heterogéneo de individuos. Nesse estudo, apenas as amostras
K11, K15 e K18 apresentaram menos de 20 espécies distintas; em relacdo as demais,
o amplo conjunto de microrganismos revela boas perspectivas para incremento do
teor de compostos relevantes para o perfil bioativo e flavour da bebida. Compreender
o0 papel destes microrganismos, tal qual suas relagdes ecoldgicas na microbiota,
forneceria insights interessantes para o desenvolvimento de bebidas inovadoras. A
Figura 22 destaca a correlacdo entre as 50 espécies mais abundantes nas bebidas e

o respectivo perfil bioativo.
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Figura 22. Correlacao entre as 50 espécies mais abundantes e o potencial bioativo de
kombucha brasileiras.
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Correlacdo de Pearson entre as principais espécies e o perfil bioativo. DPPH:
Reducéo do radical 1-difenil 2-picrilhidrazil. ABTS: Reducéao do radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico. TPC: Teor de compostos fendlicos totais. TFC:
Teor de flavonoides totais. Anti SA: Atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus. Anti SE: Atividade antimicrobiana frente a Salmonella enterica.

Diversas interagées ocorrem entre as diferentes populagées no consorcio
microbiano da kombucha (Figura 23). Nas dinamicas populacionais, o crescimento de
uma determinada espécie pode favorecer o crescimento de outras, seja por meio da
disponibilizacdo de nutrientes, modulando o ambiente ou produzindo compostos
relevantes para a manutengdo do seu metabolismo; da mesma forma, a interagéo

pode impactar negativamente no desenvolvimento microbiano (Tran et al., 2020). No
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geral, as leveduras apresentaram mais correlagdes positivas (p<0,05) em relagéo as

bactérias.

Figura 23. Dinamica de correlacédo (p<0,05) entre as 50 espécies mais abundantes
que compdem o consércio microbiano da kombucha
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Considerando-se as espécies microbianas mais abundantes nas amostras de
kombucha, K. saccharivorans e B. bruxellensis, compreender de que maneira elas
interagem com os demais microrganismos pode revelar o papel da dinamica
populacional na qualidade da bebida. A presengca de K. saccharivorans foi
positivamente correlacionada (p<0,05) com outras espécies do género, tais como K.
xylinus, K. intermedius, K. europaeus, K. oboediens e K. diospyri, bem como com as
bactérias acéticas N. hansenii, A. pasteurianus e da levedura W. sorbophila;
entretanto, relagdes negativas da bactéria com espécies de Zygosaccharomyces sp.,
como Z mellis e Z rouxii, foram detectadas. Zygosaccharomyces spp. estédo
relacionadas a fermentagdes com alto consumo de etanol em ambiente aerédbico,
principalmente em limitagdo de carboidratos fermentaveis, além do acumulo
simultdneo de compostos de flavour, resultantes do lento crescimento da levedura
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nessas condi¢des, quando comparada a Saccharomyces sp. (Petruzzi et al., 2016;
Sohrabvandi et al., 2009). Nesse estudo, a melhor correlagédo de B. bruxellensis
ocorreu com a bactéria latica P. pentosaceus; ambos sao capazes de sobreviver em
ambientes com altos niveis de etanol e acidos organicos, baixa disponibilidade de
oxigénio e limitacdes nutricionais (Branco, Diniz e Albergaria, 2022). Interagdes nao
simbibticas ocorreram entre B. bruxellensis e N. pomaceti, A. aceti e a levedura Z.
mellis.

Nguyen et al. (2015), que desenvolveram uma co-cultura como starter de
fermentacdo, descreveram que a simbiose entre K. intermedius e B. bruxellensis
resultou em altos teores de acido glicurdnico apds 7 dias de fermentagao, maiores que
0s observados para kombucha tradicional; semelhante ao observado no presente
estudo. Além disso, a eficiéncia energética na producéo de etanol por B. bruxellensis,
maior que a de S. cerevisiae em determinadas condigdes, também ja foi demonstrada
(Blomquist et al. 2012), o que pode favorecer a fermentacédo de K. intermedius, que
utiliza o etanol como fonte de energia e para producao de acidos (May et al., 2019), e
consequentemente contribui com a biossintese do acido glicurénico na bebida. Além
disso, o acumulo de acido acético estimula o fluxo na via do glucuronato pela inibicao
por feedback do metabolismo da glicélise na bactéria (Freer, Dien e Matsuda, 2003;
Yang et al.,, 2010). A producdo do acido glicurbnico por K. intermedius ocorre
sobretudo na fase estacionaria, apds cerca de 54 h de crescimento; otimizacbes das
condicoes fermentativas poderiam, portanto, prolongar esse estagio, aumentando,
consequentemente, a producao do composto (Nguyen et al. 2015).

Wang et al. (2020) avaliaram a fermentagdo de cha por uma comunidade
microbiana padronizada composta por A. pasteurianus, K. xylinus e Z. bailii. Os
autores demonstraram uma rapida reducao no teor de acucar apds os dois primeiros
dias de fermentacdo, que permanece até o décimo dia; altos teores de acidos
glicénico, glicurénico e acético foram produzidos pela microbiota avaliada, ainda, a
presenca de A. pasteurianus foi associada a producao de altas concentracdes de
acido gliconico (9,6 mg/mL) e reduzida quantidade de acido acético no produto final
(0,6 mg/mL), o que poderia contribuir para a promog¢ao da saude e para uma maior
aceitacdo pelos consumidores. Além disso, A. pasteurianus produziu maiores
concentracdes de compostos fendlicos totais e flavonoides, incrementando o potencial
antioxidante da bebida (Wang et al., (2020).
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A producao de compostos totais € significativamente maior na presencga de B.
bruxellensis, sobretudo de &cido galico (Villarreal-Soto et al. 2020), cujo potencial
antioxidante € o maior dentre eles (Badhani et al. 2015); a levedura €, ainda, associada
a sintese de compostos fendlicos, como as catequinas (Villarreal-Soto et al. 2020).
Estudos utilizando leveduras ndo-Saccharomyces (NSY) tém ganhado mais destaque
na producdo de bebidas com caracteristicas direcionadas. Nesse contexto, a
utilizacao de B. bruxellensis, Torulaspora delbrueckii, Wickeramomyces anomalus e
Starmerella bacillaris tem sido avaliada devido a sua contribuicdo para a complexidade
sensorial dos produtos, principalmente decorrente da produgdo de compostos
aromaticos, além de bioativos, garantindo um bom desempenho para o processo de
fermentacao bem como o desenvolvimento de atributos desejaveis (Ciani et al., 2020).

Enquanto a presenca de BAA como Acetobacter musti e Acetobacter papayae
foram positivamente relacionadas apenas a espécies do mesmo género, N. hansenii
apresentou correlagdo positiva com Komagataeibacter spp. e Acetobacter spp., além
da levedura W. sorbophila (Figura 24). O teor de compostos bioativos (TPC e TFC) foi
influenciado positivamente pela presenca e abundancia da bactéria acética A.
senegalensis. Nenhuma espécie foi associada apenas a biossintese de flavonoides,
enquanto o TPC aumentou com a presenca das mesmas espécies do perfil de
compostos antioxidantes, bem como de Acetobacter spp., especialmente A. papayae,
Acetobacter suratthaniensis, Acetobacter peroxydans e Acetobacter lovaniensis
(indices de correlacao variando de 0,426 a 0,602).

Dentre as populagbes mais abundantes, as leveduras W. sorbophila, S.
bombicola, S. bacillaris, Sugiyamaella lignohabitans, Trichomonascus ciferrii,
Geotrichum candidum, Y. lipolytica, P. kudriavzevii, Saprochaete ingens, Nadsonia
fulvescens, Macrococcus caseolyticus, Lipomyces starkeyi e Tortispora caseinolytica
apresentaram correlagdo positiva entre si. As sete Ultimas apresentaram, ainda,
correlagdo com Babjeviella inositovora, Metschnikowia bicuspidata e Pachysolen
tannophilus, também relacionadas entre si. Dentre estas, destaque para Y. lipolytica,
cuja presenca de genes que codificam lipases (LIP2, LIP7 e LIP8) e genes POX que
codificam acil-CoA oxidases envolvidos em processos de f3-oxidagéo (Fickers et al.,
2005; Haddouche et al., 2010) a torna capaz de metabolizar substratos hidrofébicos
(como por exemplo acidos graxos), sintetizando, por conseguinte, acidos organicos
derivados principalmente do ciclo do TCA e compostos aromaticos, 0os quais podem
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estar presentes na bebida ou serem utilizados como substrato pela microbiota (Do,
Theron e Fickers, 2019).

Essas interacdes ecolégicas afetam diretamente o perfil de compostos
bioativos e acidos orgéanicos da bebida. Para o perfil de atividade antioxidante,
leveduras correspondem ao principal grupo associado a elevado potencial, com
destaque para W. sorbophila, S. bombicola, S. bacillaris, S. lignohabitans,
Trichomonascus ciferrii, Geotrichum candidum, Y. lipolytica, Saprochaete ingens,
Nadsonia fulvescens, Lipomyces starkeyi, Tortispora caseinolytica, Babjeviella
inositovora, Metschnikowia bicuspidata e Pachysolen tannophilus; ja as bactérias
Macrococcus caseolyticus e Gluconacetobacter sacchari parecem cumprir um papel
relevante na manutencao deste potencial, com valores de correlacao de Person entre
0,482 a 0,784. Além dessas espécies, Pichia membranifaciens, P. kudriavzevii e
Candida inconspicua foram correlacionados apenas ao DPPH, enquanto K.
intermedius, ao ensaio de ABTS. Interessante destacar que P. kudriavzevii é capaz
de tolerar o estresse acido provocado pela biossintese e acimulo de acidos organicos
no substrato fermentativo, assim como produzir elevadas concentracdes de acido
latico mesmo em reduzidos valores de pH (Park et al., 2018).

Variagdes no potencial antioxidante do cha fermentado estéo relacionadas a
diversidade microbiana do SCOBY. Chas preto fermentados por S. cerevisiae
apresentaram maior atividade de reducao dos radicais hidroxil e DPPH, bem como
aumento no contelddo de vitamina C e acidos totais; o mesmo efeito nao foi observado
para o cha verde fermentado (Malbas$a et al. 2011). Por outro lado, chas fermentados
exclusivamente por Zygosaccharomyces sp. apresentaram capacidade antioxidante e
teor de vitamina C reduzidos em comparacao a chas fermentados por culturas mistas.
Sugere-se que Z. bailii, quando em cultura simples, esteja envolvido em processos
importantes para o sabor da bebida, por meio da liberacdo de compostos aromaticos
(Murugesan, Angayarkanni, e Swaminathan, 2002).

A presenga de P. pentosaceus, considerada uma das BAL mais abundante
nas amostras de kombucha, foi relacionada positivamente apenas com B.
bruxellensis, e negativamente com Komagataeibacter spp., como K. europaeus, K.
oboediens, K. diospyri, K. medellinensis, K. nataicola, e, ainda, com A. pasteurianus e
N. pomaceti. Apesar de presentes em baixas populacdées e nao serem consideradas
essenciais para o processo de fermentacdo da kombucha, BAL podem desempenhar



111

papéis relevantes no rendimento e producdo de compostos de interesse (Nguyen et
al. 2014; Anderson et al., 2023). Por exemplo, a presencga de Lactobacillus sp. pode
influenciar positivamente o crescimento de Gluconacetobacter sp. devido a diminuicao
rapida de pH do substrato, fornecendo vantagens competitivas a bactéria acética.
Essa interagcdo promove o aumento da producdo de acido-D-sacérico-1,4-lactona
(DSL) por Gluconacetobacter sp. (Yang et al. 2010), indicando pela presencga de acido
glicurénico, uma vez que ambos tém origem na via do glucuronato (Hoffmann, 2000).
Além de promover o aumento da concentracao de acidos organicos, a presenca de
linhagens de BAL pode influenciar positivamente as atividades antioxidantes e
antimicrobianas (Nguyen et al., 2014).

As redes de interacdes entre os componentes da microbiota da kombucha
demostraram um perfil de relacdo e dependéncia entre as espécies microbianas
(Figura 24, Tabela 10). A partir desta andlise de interacdes, cinco médulos principais
puderem ser diferenciados, formados por espécies filogeneticamente relacionados ou
nao. O médulo 1 é formado pelo maior nimero de espécies de bactérias, sobretudo
de Komagataeibacter sp., dentre elas Komagataeibacter oboediens, com 0 maior
namero de relacdes (n: 8) e elevado betweenness (n: 29); neste modulo ainda se
destacam Gluconacetobacter sp. SXCC-1 e A. pasteurianus; 0 médulo 3 apresentou
perfil semelhante, com as espécies Komagataeibactersp. FNDCR2, K.

saccharivorans, K. intermedius e Acetobacter sicerae.
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Figura 24. Principais interagbes entre as espécies que compdem a rede na microbiota
total de kombucha.

Betweenness I | Degree I

Zygosaccharomyces rouxii |
Zygosaccharomycesmellis |
Zygosaccharomycesbailii |
Wickerhamiella sorbophila |
Trichomonascus ciferrii |
Sugiyamaella lignohabitans |
Starmerella bombicola -
Starmerella bacillaris |
Pediococcus pentosaceus | Mdédulo
Komagataeibacter xylinus |
Komagataeibactersp. FNDCR2 |
Komagataeibacter saccharivorans | M2
Komagataeibacter rhaeticus | M3
Komagataeibacter oboediens |
Komagataeibacter nataicola |
Komagataeibacter medellinensis | M5
Komagataeibacter intermedius |
Komagataeibacter europaeus |
Komagataeibacter diospyri |
Gluconacetobactersp. SXCC-1 |
Geotrichum candidum |
Brettahomyces bruxellensis |
Acetobacter sicerae |
Acetobacter pasteurianus |

M1

M4

Os médulos 2 e 4 sdo compostos exclusivamente por leveduras, sendo o 2
apenas por Zygosaccharomyces spp., como Z. baili, Z mellis e Z rouxil.
Zygosaccharomyces spp. séo altamente tolerantes a condi¢cdes de estresse tipicas do
processo fermentativo da kombucha, como concentracbes elevadas de &acidos
organicos, especialmente latico, ascorbico e acético (Z. bailii), bem como de aclucares
(Z. mellis e Z. rouxii) (Kuanyshev et al., 2017; Solieri, 2021). Como estratégia para
sobreviver em ambientes muito acidos, Z. bailii co-consome acido acético e glicose,
uma vez que sdo capazes de produzir a enzima constitutiva acetil-CoA sintetase
(ZbACS2), a qual nao é reprimida pelo monossacarideo (Rodrigues et al. 2012;
Guerreiro et al., 2012). Além disso, linhagens de Z. bailiipodem produzir alcoois, como
o 2-feniletanol (2-PE), pelas vias Shikimate ou Ehrlich (Wang et al., 2019), exibindo
alto potencial antimicrobiano contra bactérias gram-negativas e fungos filamentosos
(Fraud et al.,, 2003; Solieri, 2021), o que pode estar relacionado a atividade
antimicrobiana demonstrada neste estudo para S. enterica.

Importantes interacbes podem ocorrer entre diferentes espécies de

Zygosaccharomyces spp., que favorecem seu desenvolvimento nas redes
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microbianas. Culturas de Z. bailii podem ser utilizadas para corrigir pH em ambientes
de fermentacdo, uma vez que sédo convencionalmente capazes de consumir acido
malico acumulado no meio (Vilela 2017). Por outro lado, Z. rouxii sintetiza este acido
organico em condicoes aerdbicas, sobretudo quando o acido glutamico esta presente,
atuando como precursor do a-cetoglutarato (Taing e Taing, 2007; Solieri, 2021). A
producdo de &cido malico ocorre principalmente através da via n&o oxidativa
(carboxilagcdo do piruvato a oxaloacetato, seguida da reducdo do oxaloacetato a
malato), do ciclo do TCA e do ciclo do glioxilato, sendo favorecida em altas
concentragado de carboidratos e valores de pH ao redor de 5,0 (Radler 1993; Solieri,
2021).
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Tabela 10. Dindmica da rede de interagdes entre as principais espécies que compdem
a microbiota total de kombucha

Espécie Degree  Betweenness  Médulo
Komagataeibacter oboediens 8 29 M1
Komagataeibacter saccharivorans 5 20 M3
Komagataeibacter diospyri 7 11 M1
Komagataeibacter medellinensis 7 8 M1
Gluconacetobacter sp. SXCC-1 6 2 M1
Acetobacter pasteurianus 8 0 M1
Komagataeibacter europaeus 6 0 M1
Geotrichum candidum 5 0 M2
Komagataeibacter xylinus 5 0 M1
Starmerella bacillaris 5 0 M2
Starmerella bombicola 5 0 M2
Sugiyamaella lignohabitans 5 0 M2
Trichomonascus ciferrii 5 0 M2
Wickerhamiella sorbophila 5 0 M2
Komagataeibacter intermedius 3 0 M3
Acetobacter sicerae 2 0 M3
Komagataeibacter rhaeticus 2 0 M1
Komagataeibacter sp. FNDCR2 2 0 M3
Zygosaccharomyces bailii 2 0 M4
Zygosaccharomyces mellis 2 0 M4
Zygosaccharomyces rouxii 2 0 M4
Brettanomyces bruxellensis 1 0 M5
Komagataeibacter nataicola 1 0 M1
Pediococcus pentosaceus 1 0 M5

O mddulo 5 é formado por B. bruxellensis e P. pentosaceus. Para além da
fermentacdo de cha, a relacdo entre Pediococcus spp. e B. bruxellensis, foi
anteriormente descrita; ambos foram utilizados em co-cultura para producdo de
bebidas com altas populacdes da BAL, favorecendo a producado de caracteristicas
sensoriais de interesse, bem como resultando em efeitos significativos na degradacao
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dos acidos p-cumarico, caféico e ferulico (Strickland et al., 2016). Na atividade
antimicrobiana, os taxons B. bruxellensis e P. pentosaceus foram correlacionados
positivamente ao efeito contra S. enterica, enquanto K. xylinus e K. swingsii contra S.
aureus. Além da producao de acidos organicos relacionados ao perfil antioxidante,
linhagens de B. bruxellensis sao capazes de produzir, acumular e posteriormente
consumir altas concentragbes de acido acetico em condigbes aerdbias, o que pode
também favorecer a potencial atividade antimicrobiana da kombucha (lattici et al.,
2020).

Além do efeito dos acidos organicos, Lactobacillus spp. e Pediococcus spp.
podem inibir 0 crescimento de patdgenos devido a producdo de bacteriocinas e
peroxidos (Fijan et al., 2019; Moradi et al., 2020). Junnarkar et al. (2019)
demonstraram que patégenos como Staphylococcus epidermidis e E. coli podem ser
sensiveis a produtos da fermentagao produzidos por Lactobacillus spp. e Pediococcus
spp., principalmente P. acidilactici e P. pentosaceus, consideradas espécies
bacteriocinogénicas eficazes e seguras para aplicacdo em alimentos e bebidas (Pinto
et al., 2020).

Assim como no presente estudo, correlacbes entre BAL e a atividade
antimicrobiana ja foram descritas. Linhagens de Pediococcus spp., como P. acidilactici
e P. pentosaceus, foram associadas a atividade antimicrobiana contra Klebsiella
pneumoniae, Vibrio cholera, Pseudomonas sp., B. cereus e E. coli; esse potencial foi
relacionado principalmente a producéo de acido latico (Adebayo-Tayo, Olomitutu e
Adebami, 2021). Além destas, a presenca de outras espécies de Lactobacillus sp.,
bem como Lacticaseibaillus sp. e Lactiplantibacillus sp. sdo comumente associadas a
diferentes acidos organicos e compostos bioativos, contribuindo para a atividade
antioxidante da bebida (Duan et al., 2023).

Sendo um constituinte da microbiota core, K. rhaeticus foi detectado em todas
as amostras de kombucha analisadas. Pesquisas revelam que esta espécie participa
de uma das mais importantes interacoes entre bactérias e leveduras do consércio
microbiano da bebida, favorecendo o crescimento de Z. bailii (Arikan et al. 2020). Este
processo acontece uma vez que K. rhaeticus possui genes que codificam para
enzimas das vias completas para a biossintese de vitaminas do grupo B, como B1, B7
e B12 (Jayabalan et al. 2014; Arikan et al. 2020). Essas vitaminas s&o requeridas para
o crescimento de Z. bailli (Stratford e Capell, 2003); além disso, a acidificacdo do
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ambiente decorrente da producdo de &cido acético e gliconico inibe potenciais
competidores da levedura (Dang et al. 2009). Sabe-se, ainda, que Z. bailli possui vias
e genes importantes para suplementacao nutricional de outros microrganismos, como
gama-aminobutirato (GABA), que contribui para a tolerancia ao estresse oxidativo em
S. cerevisiae (Coleman et al. 2001). Além disso, a dominancia de S. cerevisiae no
in6culo favorece o aumento da atividade antioxidante do cha apds a fermentagéao
(Malbas$a et al. 2011); entretanto, foram verificadas rela¢des positivas entre o potencial
antioxidante verificado nas kombuchas analisadas apenas para leveduras nao-
Saccharomyces.

Apesar de descritas como eficientes no aumento das atividades biolégicas da
kombucha, a presenca de determinadas linhagens S. cerevisiae pode inibir o
crescimento de microrganismos-chave para a qualidade da bebida (Branco, Diniz e
Albergaria, 2022). Em nossas analises n&o foi identificada, em nenhuma amostra, a
ocorréncia simultanea de S. cerevisiae com B. bruxellensis ou BAL. Durante o
processo metabdlico, varias estirpes de S. cerevisiae — sobretudo isoladas de vinho -
secretam peptideos antimicrobianos (AMP) no decorrer da fermentagao alcodlica, os
quais apresentam atividade inibitéria contra outras leveduras, como B. bruxellensis, e
BAL (Branco, Diniz e Albergaria, 2022). Este fenébmeno é altamente desejavel em
processos fermentativos voltados para a producdo de etanol, uma vez que a
proliferacdo de microrganismos contaminantes pode reduzir o rendimento devido ao
consumo de acucares e acumulo de subprodutos como &cido latico e acético, afetando
o metabolismo de S. cerevisiae (Abbott, Hynes e Ingledew, 2005; Lopes et al., 2016).
Por outro lado, para a kombucha concentragdes elevadas de alcool geralmente ndo
sao desejaveis; assim, a reducao na producao de etanol por conta de interacdes entre
0S grupos microbianos nao é, necessariamente, um problema.

Tao importante quando analisar as relagdes positivas, 0 impacto negativo da
presenca de algumas espécies na qualidade da kombucha merece destaque.
Diferentes taxons foram negativamente correlacionados a atividade antioxidante; para
DPPH, as espécies de bactérias acéticas K. saccharivorans, Komagataeibacter sp.
FNDCR2, A. pasteurianus, A. sicerae, N. pomaceti, bem como da BAL P. pentosaceus
e da levedura B. bruxellensis, ndo favorecem o aumento da atividade antioxidante nas
condigbes avaliadas; ja para o ensaio de ABTS, apenas Acetobacter spp. foram
verificadas como negativamente correlacionadas, com destaque para A. papayae, A.
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suratthaniensis, A. peroxydans e A. lovaniensis, apesar destas mesmas espécies
serem positivamente correlacionadas ao TPC.

Variagcbes na abundancia de espécies, mesmo que pertencentes ao mesmo
género, podem resultar em diferengas significativas nos conteudos de &cidos e
polifendis durante o processo fermentativo (De Filippis et al. 2018). A dominancia de
K. saccharivorans esta associada a concentracbes de acido glicbnico e &acido
glicurbnico mais elevadas em comparacao a dominancia de K. xylinus no consorcio
microbiano da kombucha; por outro lado, altos teores de polifendis sdo relatados
quando K. xylinus é a espécie dominante. O controle da relacdo entre essas espécies
pode ser obtido controlando-se a temperatura de fermentacédo, uma vez que K. xylinus
prevalece a 20 °C, enquanto K. saccharivorans, a 30 °C (De Filippis et al. 2018). Nesta
temperatura ja foi relatada maior diversidade microbiana na pelicula celulésica do
SCOBY, o que pode favorecer a metabolizagdo e, consequentemente, a
biotransformagé&o de polifendis pela atividade enzimatica microbiana (Jayabalan et al.
2007).

Em geral, os teores de compostos bioativos analisados foram influenciados
negativamente pela presenca de diferentes grupos de espécies; para o TPC, as
espécies acéticas N. pomaceti, Acetobacter musti, Acetobacter fallax e Acetobacter
oeni parecem nao contribuir para a biossintese; enquanto que para TFC, as leveduras
P. membranifaciens, Candida californica e C. inconspicua tem o mesmo efeito. Para
a atividade antimicrobiana, correlagdes negativas foram encontradas apenas frente a
inibicdo de S. enterica, e essas mesmas especies de leveduras foram relacionadas a
producdo de compostos antioxidantes, tais como, W. sorbophila, S. bombicola, S.
bacillaris, S. lignohabitans, T. ciferrii, G. candidum, e ainda G. saccharie A. aceti.

Para além das atividades supracitadas, o perfil bioldgico de chas obtidos com
consorcios que possuem maior abundéancia relativa de K. xylinus nas fases sdlida e
liquida, bem como S. pombe na fase liquida, demonstraram maior atividade anti-
inflamatéria (de até 44,5%) em testes utilizando a enzima 15-lipoxigenase (15-LOX),
bem como atividade antiproliferativa em células tumorais humanas (Villarreal-Soto et
al. 2020). Segundo Malbasa et al. (2011), quanto mais filogeneticamente préximas
sao0 as espécies da microbiota da kombucha, menor a variagdo no perfil bioativo do
cha, mesmo considerando-se indculos de diferentes regides geograficas. Isso ajuda,
em parte, a elucidar o papel da dindmica microbiana nas caracteristicas funcionais da
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kombucha, assim como um melhor controle da fermentacéo e da qualidade do produto
final.

5.8 Relacao entre Komagataeibacter sp. e Brettanomyces sp. e atividade
antioxidante na kombucha

Dentre as populagbes mais abundantes, destacam-se Komagataeibacter spp.
e Brettanomyces spp., como K. diospyri, K. europaeus, K. intermedius, K.
medellinensis, K. melaceti, K. nataicola, K. oboediens, K. rhaeticus, K. saccharivorans,
Komagataeibacter sp. FNDCR2, Komagataeibacter sp. FXV3, K. swingsii, K xylinus,
B. bruxellensis, B. naardenensis e B. nanus. Nao foram observadas correlagdes bem
definidas entre a proporcdo de Komagataeibacter sp. e Brettanomyces sp. € a
atividade biolégica das amostras analisadas, nem com a abundancia relativa de cada
espécie (Figura 25). Sugere-se, portanto, que, apesar de dominantes, algumas
espécies com menor abundancia relativa podem cumprir um papel relevante na
manutencdo do potencial bioativo da bebida, sendo imprescindiveis para o

desenvolvimento das caracteristicas funcionais caracteristicas.

Figura 25. Relacdo entre os géneros dominantes, Komagataeibacter sp. e
Brettanomyces sp., € o perfil bioativos e antioxidantes da fermentacao da kombucha.
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A importancia desses géneros foi discutida anteriormente por Landis et al.
(2022), que reconstruiram e modularam fermentag¢des funcionais para o cha utilizando
apenas B. bruxellensis e K. rhaeticus como cultura starter, além de serem capazes de
produzir o biofilme celulésico, as co-culturas resultaram em baixos niveis de pH,
revelando que essas espécies podem, mesmo na auséncia dos demais taxons,
desempenhar fermentagdo semelhante a observada para kombucha elaborada a
partir de SCOBY. Esses dados podem auxiliar produtores comerciais da bebida a
desenvolverem consércios microbianos definidos para esse processo de fermentacao.

A atividade da descarboxilase do acido fendlico (PAD) em B. bruxellensis,
enzima envolvida em uma das etapas da conversao de fendlicos ou &cidos
hidroxicinamicos (HCA) em fendis volateis relevantes para a qualidade sensorial de
bebidas (Edlin et al., 1998; Harris et al., 2009), é fortemente influenciada por variacées
de pH e temperatura, com condi¢des 6timas de 6 e 40 °C, respectivamente. Por outro
lado, a presenca de acido p-cumarico como substrato no meio de crescimento
aumenta sua atividade (Harris et al., 2009); cabe ressaltar, contudo, que estes valores
sao superiores aos geralmente utilizados nos processos fermentativos da bebida.
Para além do flavour, os HCAs sado considerados agentes antimicrobianos
(Baranowski et al. 1980); sua produgdo em concentragdes elevadas pode, portanto,
resultar em efeitos positivos no controle de microrganismos competidores
indesejaveis.

Apesar de nao serem constituintes da microbiota core, elevadas abundéancias
desses géneros sugerem sua participacdo em redes metabdlicas e producao de
compostos que caracterizam a bebida, mas ndo sdo necessariamente indispensaveis
para o processo fermentativo. Por exemplo, Komagataeibacter spp. sdo dominantes
independentemente do substrato utilizado para a fermentacdo da kombucha
(Anderson et al., 2023). Assim, esses géneros também devem desempenhar papéis

semelhantes aos relacionados a microbiota core.
5.9 Papel da composicao de espécies exclusivas
Apenas as amostras K05, K06, K10, K16, K25 e K26 apresentaram espécies

exclusivas em sua microbiota. Dentre elas, destaque para Zygosaccharomyces spp.
e Acetobacter spp., com diferentes espécies nas amostras. A relagdo das
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comunidades e as respectivas espécies exclusivas esta apresentada na Tabela 11.
Entre os géneros mais comuns presentes em bebidas fermentadas, Acetobacter sp. é
encontrado sobretudo em produtos com alto teor alcodlico, enquanto Gluconobacter
spp. ocorrem em ambientes ricos em carboidratos (Raspor e Goranovic, 2008; Lynch
et al., 2019). Em ambos, assim como para as demais BAA, observa-se um processo
oxidativo por desidrogenases de membrana, considerado um “overflow metabolism’
caracteristico deste grupo. Este fenébmeno é responsavel pelo acumulo de diversos
subprodutos, incluindo acidos organicos (Matsushita e Matsutani, 2016). Algumas
espécies desses géneros foram observadas exclusivamente em determinadas

amostras, como K05 e K26.

Tabela 11. Espécies exclusivas identificadas nas amostras avaliadas.

Amostra Espécies exclusivas

Acetobacter lovaniensis, Acetobacter vaccinii, Acetobacter lambici,
KO5 Acetobacter orientalis, Acetobacter fabarum, Acetobacter garci-
niae, Acetobacter syzygii, Acetobacter conturbans, Gluconaceto-

bacter azotocaptans

KOG Pichia membranifaciens, Candida californica, Candida inconspi-
cua, Pichia kluyveri, Lactobacillus sp.

K10 Acetobacter fallax, Acetobacter oeni, Acidomonas methanolica,
Gluconobacter oxydans

Microthyrium microscopicum, Yamadazyma tenuis, Schizosaccha-
K16 romyces japonicus, Schizosaccharomyces pombe, Galactomyces
reessii, Ascobolus immersus, Protomyces lactucae-debilis, Can-

dida intermedia

Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces mellis, Zygosac-
charomyces parabailii, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
globosa, Zygotorulaspora mrakii, Torulaspora delbrueckii, Torulas-
K5 pora sp. CBS 2947, Lachancea fermentati
Naumovozyma castellii, Vanderwaltozyma polyspora, Naumo-
vozyma dairenensis, Nakaseomyces glabratus, Kazachstania aftri-
cana, Zygosaccharomyces bisporus, Acetobacter pomorum, Tetra-

pisispora blattae
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Kazachstania naganishii, Lachancea dasiensis

K26 Acetobacter senegalensis, Gluconobacter cerinus

Dentre as principais espécies, G. oxydans foi identificado apenas em K10.
Esta espécie tem sido associada a altos teores de acido glicdnico, cuja produgao
ocorre pela oxidacao direta de D-glicose por duas glicose desidrogenases (GDHSs),
uma GDH citoplasmatica dependente de NADP+ e uma GDH dependente de
pirroloquinolina quinona (PQQ) ligada a membrana; sabe-se, ainda, que esta ultima
GDH possui rendimento 30 vezes maior que a GHD citosdlica, cuja conversao ocorre
principalmente no espago periplasmatico (Sainz et al. 2016). O acido ascérbico
(vitamina C) é produzido por estirpes de Gluconobacter sp., como G. oxydans, a partir
da conversao oxidativa de D-sorbitol em L-sorbose através de duas enzimas ligadas
a membrana, a glicerol desidrogenase dependente de PQQ e a sorbitol desidrogenase
dependente de FAD+ (Saichana et al. 2015). Esse metabdlito (L-sorbose) esta
normalmente presente em niveis elevados na kombucha a base de cha preto
(Kaewkod, Bovonsombut, e Tragoolpua, 2019).

Pichia kluyveri e P. membranifaciens foram identificadas apenas em K06. O
papel de P. kluyveri na fermentacao e producao do perfil aromatico da kombucha foi
analisado por Van Wyk et al. (2023). Os autores observaram acumulo e produ¢ao mais
rapida de acido acético, além da biossintese de ésteres de acetato, como acetato de
isoamila e acetato de 2-fenetila, resultando em aumento significativo no sabor frutado
da bebida; esses compostos sédo resultado da atividade de alcool acetiltransferases
(Kiene et al., 2021). Além disso, foi relatado que P. kluyveri nao foi capaz de crescer
na auséncia de mondmeros de glicose e/ou frutose, necessitando da atividade
invertasica de outras leveduras da microbiota; além disso, sua preseng¢a ndao impactou
significativamente no teor de compostos fendlicos, apesar de afetar a concentracao
de &cido acético (Van Wyk et al., 2023).

Pichia manshurica, espécie filogeneticamente préxima de P. membranifaciens
(97% de similaridade), é capaz de degradar &cido caféico pela acao da enzima
termoestavel cafeina desidrogenase, que possui, ainda, especificidade para
teobromina e teofilina; por outro lado, ions metalicos inibiram a atividade da enzima,
sobretudo Cu?* (Parvin et al., 2023); esse potencial pode impactar diretamente a
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concentragao desses compostos, e, consequentemente, nas propriedades funcionais
da kombucha.

Caracteristicas fisiolégicas especificas permitem o crescimento de
Schizosaccharomyces spp., como Schizosaccharomyces pombe e
Schizosaccharomyces japonicus, encontradas apenas na amostra K16. S. pombe é
altamente tolerante a ambientes com altas concentracbes de etanol e &cidos
organicos fracos como o acido sérbico, inclusive em valores de pH reduzidos (Brysch-
Herzberg et al., 2022). Além disso, essa espécie é capaz de utilizar o acido malico
como substrato (Delfini, Torreggiani e Ottina, 1983), impactando diretamente a
concentragao desse composto durante o processo fermentativo, bem como resultando
em menores teores de acidos volateis e concentracdes mais altas de acucares
residuais, o que confere menor acidez a bebida (He at al., 2021). Ja para S. japonicus,
destaca-se sua tolerancia ao etanol (Brysch-Herzberg et al., 2022).

Curiosamente, S. cerevisiae, principal levedura utilizada na producéo de
bebidas fermentadas, foi observada apenas na amostra K25, e simultaneamente com
outras diversas leveduras de ocorréncia exclusiva. Segundo Yu et al. (2022) e Wang
et al., (2022), o co-cultivo com S. cerevisiae e S. pombe aumentou o aroma frutado e
floral atribuido a bebida produzida, assim como reduziu o sabor azedo e melhorou o
gosto umami. Estes autores verificaram, ainda, a presenga de ésteres, éalcoois,
terpenos, acidos organicos, polifendis e aminoacidos livres em concentragdes
significativas; dentre os compostos sintetizados, o acetato e etanol foram produzidos
em vias relacionadas. Em consonancia com estes resultados, Luo et al. (2023)
avaliaram kombuchas produzidas a partir da co-fermentacdo de S. cerevisiae e S.
pombe, resultando em maior pH, menor teor de acido malico e altas concentragdes
de aminoacidos livres, refletindo positivamente na qualidade sensorial da bebida.
Além disso, a presenca de S. pombe beneficiou a fermentagdo alcodlica e aumentou
a riqueza e diversidade de compostos volateis relevantes, sobretudo compostos de
aromas floral e frutado, como hexanoato de etila, caprilato de etila, enantato de etila,
1-heptanol e alcool feniletilico.
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5.10 Eficiéncia na hidrélise da sacarose inicial e concentracao de acucar
residual

Os acucares residuais da fermentacdo foram quantificados nas diferentes
amostras de kombucha (Tabela 12). Sacarose e xilose foram os aglcares majoritarios
em todas as amostras analisadas apds 7 dias de fermentacéo (Figura 26). E esperado
que a sacarose seja um dos principais acucares da bebida fermentada, considerando-
se que é utilizada na formulacdo da bebida; assim, residuos nao hidrolisados
permanecem no produto. Comunidades microbianas distintas apresentam cinética de
fermentacdo e sucessdes metabiodticas diferentes (Villarreal-Soto et al. 2020). Um
maior consumo de acucar e producao de etanol é atribuido a consércios contendo B.
bruxellensis, cujo consumo completo de acucar ja foi identificado em bebidas
fermentadas durante 12 dias; além disso, a ocorréncia de S. pombe garante uma
melhor utilizagdo da fonte de carbono, sem haver, no entanto, diferencgas significativas
nas concentracoes de acido acético dentre amostras.

Tabela 12. Quantificacao de agucares residuais (mM) em amostras de kombucha apds
7 dias de fermentacao

Amostra Sacarose Glicose Frutose Xilose Arabinose
K02 584,99 + 31 ND @ ND 2 2003,26 + 26,5 36,90 +1,9
K05 661,60 £ 2,2 ND @ ND 2 1369,01 +4,0 37,30+1,5
K06 722,06 £ 15,12 ND 2 ND 2 1818,42 +8,2 73,20 +2,3
K08 559,16 + 11,6 ND 2 ND 2 1530,94 £+ 12,7 6,53+0,02
K10 713,24 +5,02 ND 2 ND 2 1277,63+4,1 23,45+0,9
K11 732,90 +10,6 2 ND 2 ND 2 3029,24 +145 37,30+1,6
K13 710,32 +28,6 2 ND 2 ND 2 1555,78 £+ 23,7 29,84 +1,7
K15 324,78 + 12,4 ND 2 ND 2 1109,04 + 16,8 ND 2
K16 528,17 £ 5,5 ND 2 ND 2 1107,7 +4,67 48,56 + 3,7
K18 496,24 + 15,9 ND 2 ND 2 1370,81 £26,8 34,10+ 3,0
K20 54421 +1,7 ND 2 ND 2 1314,93+4,7 20,18 +2,0
K21 527,93 £ 0,9 ND 2 ND 2 2291,55+24 43,7 + 3,06
K23 684,11 +12,02 ND 2 ND 2 1433,69 + 16,4 85,99 +34
K24 524,46 + 7,4 ND 2 ND 2 952,57 +6,7 67,41 +1,6
K25 560,86 + 4,6 ND 2 ND 2 1090,65+7,3 75,00+3,4
K26 493,78 + 3,7 ND 2 ND 2 997,47 + 8,0 66,68 + 3,5
K28 631,67 £ 5,6 ND 2 ND 2 1338,97 £+9,0 31,17 +£3,3
K29 740,12 +0,9 2 ND 2 ND 2 1866,05+5,7 90,72+1,0

Continua
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Concluséo
K30 631,15 +0,8 ND @ ND 2 1557,52+3,0 30,51+0,3
CNF 709,30+0,4 2 ND 2 ND2a 488,24 +11432 ND @
Os resultados sao expressos como média + desvio padrao de ensaios em triplicata.
Os sobrescritos representam dados com similaridade significativa (p<0,05) com o CNF
pelo teste de Tukey, em ANOVA um critério para cada coluna. CNF: Cha nao
fermentado. ND: Nao detectado.

Glicose e frutose nao foram detectadas nas amostras analisadas no presente
estudo. A glicose é o principal agucar utilizado na biossintese de &cido glicurénico
(Vina et al., 2013), e pode ter sido prontamente o substrato para producao desse
acido, uma vez que, todas as amostras apresentacao altas concentracoes.

Apesar das elevadas concentracgdes, principalmente em K11, xilose ndo foi
utilizada como ingrediente. Esse monossacarideo pode ser obtido a partir da hidrélise
da xilana, um importante componente estrutural presente na parede celular de plantas
(Biely, Singh e Puchart, 2016; Ye e Zhong, 2022), e/ou processos metabdlicos que
convertem o polissacarideo em xilose livre por meio de enzimas especificas, como
xilanases e arabinofuranosidases que clivam as ligagdes [-1,4-glicosidicas da
estrutura heteropolimérica complexa em D -xilose e tracos de L -arabinose (Bhardwaj,
Kumar e Verma, 2019; Motta, Andrade e Santana, 2013).
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Figura 26. Distribuicdo da concentracdo de acgucares residuais em amostras de
kombucha ap6s 7 dias de fermentacgéao.
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(a) Concentracao total dos acucares apés fermentagédo. (b) Distribuicdo dos trés
principais agucares residuais.
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Os teores de agucares residuais, tanto de xilose quanto de arabinose, podem
ser derivados de atividades metabdlicas no substrato utilizado para a producao do cha
(Camellia sinensis), uma vez que, sao constituintes abundantes (Gao et al., 2021).
Importante destacar que alguns microrganismos, sobretudo leveduras, sdo capazes
de converter xilose em produtos ou subprodutos de fermentagéo, como etanol, através
da via das pentoses fosfato, onde a xilose € convertida em xilulose-5-fosfato, gerando
produtos finais e intermediarios, como por exemplo gliceraldeido-3-fosfato e ribulose-
5-fosfato (Patifio et al., 2019; Ochoa-Chacédn et al., 2021). Arabinose foi detectada na
maioria das amostras avaliadas, entretanto, em pequenas concentragdes. Em
nenhuma das amostras foram detectadas glicose e frutose; dessa forma, é correto
supor que todos estes monossacarideos liberados pela hidrolise da sacarose
adicionada tenham sido completamente metabolizados.

5.11 Influéncia da diversidade microbiana no perfil bioativo da bebida

fermentada

Existe uma correlagdo bem definida entre a composicdo e dindmica da
comunidade microbiana e a biossintese de compostos com potencial bioativo
(Villarreal-Soto et al., 2020; Branco, Diniz e Albergaria, 2022; Anderson et al., 2023;
Duan et al., 2023; Van Wyk et al., 2023). No entanto, ainda sao necessarios estudos
comparativos para melhor se compreender como variagdes na diversidade microbiana
influenciam das propriedades benéficas da kombucha Kaashyap, Cohen e Mantri,
(2021). Neste contexto, foi demonstrado que a diversidade da comunidade pode afetar
diretamente no perfil bioativo na bebida fermentada (Figura 27).
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Figura 27. Relacgao entre os indices e estimadores de diversidade microbiana e o perfil
bioativo da bebida fermentada
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Para as amostras avaliadas, apenas a atividade antioxidante (DPPH) foi
significativamente influenciada pela diversidade (p<0,005) (indices de Chao-1 e
Shannon H’). De forma geral, os acidos orgéanicos, dentre eles os que apresentam
potencial antioxidante, sdo sintetizados por diferentes espécies de microrganismos, e
a presenca de variadas linhagens pode assegurar uma maior diversidade metabdlica
da microbiota fermentadora (Villarreal-Soto et al., 2020; Antolak, Piechota e
Kucharska, 2021). Segundo Ju et al. (2022), a producdo e o teor de compostos
bioativos estdo diretamente relacionados aos indices e estimadores de diversidade de
uma comunidade microbiana, onde 1-D é correlacionado de forma positiva
principalmente a biossintese de alcaloides, antioxidantes relevantes (Sirin et al.,
2023). Por outro lado, o aumento nos indices de Chao e H’ resultou em efeito negativo
na produgao deste metabdlito (Ju et al., 2022).

Ainda que em menor propor¢do, o potencial bioativo foi positivamente
relacionado a diversidade microbiana, o aumento no indice de Simpson (1-D) e
equitabilidade (J) com o DPPH, Chao-1 com ABTS e TPC, dominéncia (D) com TFC
e Anti-SA. Negativamente, DPPH foi relacionado a D, TFC ao 1-D, H' e J, Anti-SA a
todos os indices analisados, exceto com D. Para Mehta et al., (2016) e Shaaban,
(2022), quanto maior o espectro de espécies, maiores as probabilidades de

compostos bioativos e/ de interesse industrial serem produzidos em quantidades mais



128

elevadas; além disso, uma alta diversidade garante melhores interagdes entre as
espécies componentes da microbiota da bebida (Mehta et al., 2016).

Apesar de relevante para a modulacao das atividades bioldgicas, a presenca
de grupos ou linhagens especificas esta mais intimamente relacionada a producéao de
metabolitos caracteristicos (Gooch e Martirosyan, 2022; Zhang et al., 2023). Neste
estudo, a atividade antimicrobiana, de forma geral, esteve menos relacionada aos
indices e estimadores verificados. Considerando-se que este potencial esta associado
principalmente a presenca de bactérias acéticas, espera-se que a presenca e
abundancia desse grupo seja mais importante que uma riqueza geral. Diante dos
dados apresentados, uma maior diversidade microbiana, sobretudo a nivel de género,
proporcionou maior variabilidade genética e metabdlica, resultando em maiores
chances de metabdlitos com potencial biolégico serem sintetizados, contribuindo,

assim, para a elaboracao de kombuchas com efeitos benéficos.

5.12 Microrganismos isolados de kombucha brasileiras

O isolamento de microrganismos da fase liquida de kombucha brasileiras foi
realizado apos fermentacéo a 25 °C durante 3 e 7 dias; os resultados sdo mostrados
na Tabela 13. Um total de 114 isolados foram obtidos, sendo 73 espécies de leveduras
e 41 de bactérias. Apenas dois isolados, correspondentes a leveduras, nao puderam
ser classificados. De forma geral, as espécies encontradas tém sido descritas em
fermentacées de kombucha, sobretudo leveduras, principalmente dos géneros
Brettanomyces, Pichia e Starmerella, enquanto as bactérias se concentram em sua

maioria no género Komagataeibacter sp.
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Tabela 13. Anotagao das sequéncias de bactérias e leveduras dos isolados da fase liquida de kombucha brasileiras apés fermentagao a
25 °C durante 3 e 7 dias.

Isolado Identificagéo Linhagem Acesso Y%
A6.3.1 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 97,04
A6.3.13 Brettanomyces bruxellensis Dekkera bruxellensis KBT161 HE964967.1 97,34
A6.3.15 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 99,05
A6.3.18 Brettanomyces bruxellensis Dekkera bruxellensis NCYC 3441 HF547277 .1 98,52
A6.3.24 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,56
A6.3.25 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,58
A6.3.26 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 97,58
A6.3.27 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 97,69
A6.3.28 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,78
A6.3.29 Brettanomyces bruxellensis Dekkera bruxellensis KBT161 HE964967.1 97,83
Y2.7.2 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,56
Y2.7.4 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,21
Y2.7.8 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis YKR-3 MH930867.1 95,43
Y2.7.10 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis YKR-3 MH930867.1 97,34
Y2.7.12 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,11
Y2.7.14 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 96,09
Y2.7.15 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 95,82
Y2.7.16 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 99,39
Y2.7.5 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,34
Y2.7.21 Brettanomyces bruxellensis Dekkera bruxellensis NCYC 3441 HF547277 .1 97,81
Y2.7.26 Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 97,17
Y2.7.26(2) Brettanomyces bruxellensis Brettanomyces bruxellensis CBS:5512 KY107615.1 98,10
A5.3.15 Candida parapsilosis Candida parapsilosis CBS 604 MH545914.1 100
A5.3.12 Candida parapsilosis Candida parapsilosis CBS 604 MH545914.1 99,84
A5.3.13 Candida parapsilosis Candida parapsilosis CBS 604 MH545914 .1 99,83

Continua
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Conclusao
A6.3.36 Nao classificado Nao classificado Nao classificado -
Y2.7.12(2) N&o classificado N&o classificado N&o classificado -
A6.3.3 Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 100
A6.3.8 Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 99,57
Y6.7.28 Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 98,23
Y6.7.28(2) Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 99,04
Y6.7.48 Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 99,14
Y6.7.49 Pichia kudriavzevii Pichia kudriavzevii CK6 MN710519.1 99,05
A6.3.2 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,83
A6.3.5 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,66
A6.3.6 Pichia occidentalis Pichia occidentalis Vn251 MK332470.1 99,26
A6.3.9 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,83
A6.3.10 Pichia occidentalis Pichia occidentalis CBS:6890 KY108912.1 99,66
A6.3.19 Pichia occidentalis Pichia occidentalis CBS:6890 KY108912.1 99,82
A6.3.22 Pichia occidentalis Pichia occidentalis CBS:6890 KY108912.1 100
A6.3.30 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,79
A6.3.35 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 100
A6.3.16 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,83
Y6.7.30 Pichia occidentalis Pichia occidentalis VdF2-L107 MN904761.1 96,63
Y6.7.30(2) Pichia occidentalis Pichia occidentalis VdF2-L107 MN904761.1 99,60
Y6.7.36 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,42
Y6.7.37 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 98,71
Y6.7.38 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 100
Y6.7.39 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,28
Y6.7.40 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,80
Y6.7.46 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,80
Y6.7.47 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,65
Y6.7.50 Pichia occidentalis Pichia occidentalis Vn251 MK332470.1 99,42

Continua
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Conclusao
Y6.7.18 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,83
Y6.7.14 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,65
Y6.7.15 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,32
Y6.7.16 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 100
Y6.7.19 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,49
Y6.7.26 Pichia occidentalis Pichia occidentalis KOP7 KY849376.1 99,83
A6.3.12 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa MCZ46 MT001281.1 99,83
A6.3.4 Starmerella davenportii Starmerella davenportii TISTR 6041 OR064128.1 100
A6.3.7 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,22
A6.3.11 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,42
A6.3.23 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,42
A6.3.31 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,58
Y6.7.6 Starmerella davenportii Starmerella davenportii TISTR 6041 OR064128.1 99,80
Y6.7.5 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,61
Y6.7.45 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,04
Y23.7.25 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,61
Y23.7.21 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,42
Y16.7.17 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,61
Y16.7.18 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,61
Y23.7.18 Starmerella davenportii Starmerella davenportii CBS:10294 KY106408.1 99,42
L2.3.2 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus amyloliquefaciens AS-97s93 OR899842.1 99,80
L2.3.1 Bacillus subtilis Bacillus subtilis IICE-7 MK367805.1 99,80
L8.3.2 Bacillus subtilis Bacillus subtilis XeM5 MW559261 .1 98,03
L8.7.1 Bacillus subtilis Bacillus subtilis KBP.AS.133 MF927552.1 98,70
Y16.7.3 Brachybacterium paraconglomeratum Brachybacterium paraconglomeratum RS026-2 OP379311.1 99,50
Y16.7.3(2)  Brachybacterium paraconglomeratum Brachybacterium paraconglomeratum RS026-2 MK993466.1 99,69
Y16.7.13 Brevibacterium antarcticum Brevibacterium antarcticum HL37 KU904406.1 98,80
Y16.7.13(2) Brevibacterium antarcticum Brevibacterium antarcticum HL37 KU904406.1 98,69

Continua
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Conclusao
Y16.7.13(3) Brevibacterium antarcticum Brevibacterium antarcticum HL37 KU904406.1 98,39
Y16.7.2 Brevibacterium linens Brevibacterium linens 1MF DQ361016.1 98,80
A2.7.12 Brevibacterium ravenspurgense Brevibacterium ravenspurgense 5401308 NR_116479.1 99,90
A23.7 1 Heyndrickxia coagulans Heyndrickxia coagulans 1-1 MT525228.1 98,12
A2.7.20 Komagataeibacter europaeus Komagataeibacter europaesus HWW133 MH424888.1 98,89
A2.7.8 Komagataeibacter intermedius Komagataeibacter intermedius ENS 15a MT094082.1 99,90
A2.7.10 Komagataeibacter intermedius Komagataeibacter intermedius ENS 15a MT094082.1 100
A5.7.1 Komagataeibacter rhaeticus Komagataeibacter rhaeticus ENS 9ata CP050139.1 99,89
A18.3.41 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,89
A18.3.35 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,89
A18.3.14 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,79
A18.3.12 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,89
A18.3.11 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,89
A18.3.10 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,90
A18.3.3 Komagataeibacter saccharivorans Komagataeibacter saccharivorans JH1 CP036404.1 99,90
A2.3.1 Komagataeibacter xylinus Komagataeibacter xylinus CGMCC 17276 CP041348.1 98,53
A2.3.5 Komagataeibacter xylinus Komagataeibacter xylinus CGMCC 17276 CP041348.1 100
A2.3.6 Komagataeibacter xylinus Komagataeibacter xylinus CGMCC 17276 CP041348.1 100
A2.7.22 Komagataeibacter xylinus Komagataeibacter xylinus B2-1 MK714036.1 100
A18.3.13 Moraxella osloensis Moraxella osloensis 1910I1CU268 MT225644.1 99,39
A8.7.6 Moraxella osloensis Moraxella osloensis PK1-22.2 MN428159.1 99,70
A18.3.33 Novacetimonas hansenii Novacetimonas hansenii BYF-04-3 0Q457664.1 100
A2.7.6 Paenibacillus provencensis Paenibacillus provencensis C3L11B OP935862.1 98,82
A8.7.2 Sphingomonas molluscorum Sphingomonas molluscorum EP2 MG778708.1 99,15
A8.7.5 Staphylococcus capitis Staphylococcus capitis FDAARGOS_753 CP053957.1 99,90
A8.7.7 Staphylococcus capitis Staphylococcus capitis L78 MT415700.1 95,98
A16.3.1 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis TMPC 10534 OL798040.1 99,41
A6.3.17 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis TMPC 10534 OL798040.1 99,41
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Concluséao
A8.7.3 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis MKH24 OR186655.1 97,66
L8.3.1 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis 061612A-3 OR648343.1 99,90
Y2.7.18(2) Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis TMPC 10534 OL798040.1 99,90
Y2.7.18 Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus lugdunensis 509 MT573106.1 99,61
A2.71 Staphylococcus warneri Staphylococcus warneri WB224 CP053477.1 99,51

%: Porcentagem de similaridade
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Pichia foi o principal género de leveduras isolado (n = 32), com destaque para
as espécies P. kudriavzevii (n = 6) e P. occidentalis (n = 26), isolados tanto apés o 39,
quanto o 7° dia de fermentagdo (todos da amostra K06); estas foram similares as
linhagens P. kudriavzevii CK6 (99-100 %) e P. occidentalis KOP7 (98 — 100%). Pichia
kudriavzevii € uma levedura amplamente distribuida em ambientes e ocorre
frequentemente em bebidas tradicionalmente fermentados em diferentes partes do
mundo (Chu et al., 2023), apresentando alta tolerdncia a condi¢cdes de baixo pH,
etanol e estresse hiperosmético, condigcdes importantes para aplicagdes industriais
(Mukherjee et al., 2017). Esta espécie ja foi descrita, inclusive, como comercialmente
promissora para producédo de acido succinico (Li et al., 2021a). Segundo Li et al.
(2021b), a co-fermentacao de P. kudriavzeviie BAL resultam em bebidas fermentadas
com maiores concentracbes dos acidos glicbnico e latico, além de estimular o
potencial antioxidante.

O segundo género mais comum foi Brettanomyces, com destaque para B.
bruxellensis (n = 20), isolados exclusivamente nas amostras K06 (3° dia) e K02 (7°
dia), ambas similares a B. bruxellensis CBS (97-99 %). Esta espécie tem sido
frequentemente descrita e isolada em fermentacées de kombucha (Suhre et al., 2021)
e compde um grupo de espécies de leveduras produtoras de acido, sendo, portanto,
adaptadas a um ambiente com baixo pH, podendo, inclusive, produzir 4cido acético e
ésteres de acido acético, os quais contribuem para o sabor da bebida (Teoh, Heard e
Cox, 2004). Ademais, a capacidade da levedura em metabolizar uma variedade de
fontes de carbono e nitrogénio contribui para sua colonizagdo em ambientes ja
fermentados que possuem baixo teor de nutrientes disponiveis (Harrouard et al.,
2023).

Starmerella sp. também foi um isolado frequente, com destaque para a
espécie Starmerella davenportii (n = 11). Além disso, foram encontradas linhagens de
Candida parapsilosis e R. mucilaginosa. Starmerella davenportii foi isolada nas
amostras K06 no 3° e 7° dia, e em K16 e K23, ambos no 7° dia; tais linhagens foram
similares a S. davenportii CBS 10294. Segundo Tu et al. (2020), essa espécie tem
capacidade de fermentar diversos agucares, preferencialmente frutose, sendo capaz
de crescer em ambientes com até 60% do acucar e condi¢gdes de baixissimo pH (1,5).
Os referidos autores destacam, ainda, a biossintese de acidos organicos, como o
acido piravico, a -cetoglutarico, succinico e oxalico durante todo o processo produgao
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de kombucha em cha preto, além de atividades antioxidantes e antimicrobianas
significativas.

Para as bactérias, foram isoladas espécies do género Komagataeibacter (n =
15), com K. europaeus (n = 1), K. intermedius (n = 2), K. rhaeticus (n = 1), K.
saccharivorans (n = 7) e K. xylinus (n = 4), bem como de Novacetimonas hansenii.
Essas sequéncias foram semelhantes principalmente a K. saccharivorans JH1 (> 99
%). Todos os isolados foram filogeneticamente identificados, baseados em inser¢des
e delecbes de bases, mostrando-se mais proximos a linhagens de K. rhaeticus e K.
xylinus quando comparadas a estirpes de bactérias acéticas (Figura 28). Além disso,

foram obtidos isolados de bactérias nao acéticas.

Figura 28 Arvore filogenética baseada na sequéncia 26S rDNA dos isolados e
sequéncias padroes de espécies de bactérias do acido acético frequentemente
isoladas em kombucha.
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Komagataeibacter sp. foi o género predominante também nas analises
metagendmicas independentes de cultivo, ja descritas anteriormente nesse estudo.
De forma geral, todas as espécies do género sdo capazes de oxidar parcialmente de
forma eficiente o etanol em acido acético (Matsushita et al., 2016), o que favorece a
producao de bebidas fermentadas devido a sintese de acidos organicos tipicos do
processo, além de reduzido teor alcdolico. As espécies aqui discutidas apresentam
potencial de aplicacao industrial, tanto no setor de alimentos quanto de compostos de
interesse para o mercado. Mais estudos sdo necessarios, contudo, para se
caracterizar fisiologicamente cada uma dessas estirpes, a fim de elucidar potenciais
usos e principais gargalos de producéo.
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6. CONCLUSOES

A composicao heterogénea e alta diversidade microbiana foi observada pela
primeira vez na fermentacdo de kombuchas produzidas em diferentes regides
brasileiras, em condigbes de fermentagdo padronizadas. Além disso, revelaram-se
seus respectivos perfis de compostos bioativos e atividades bioldgicas (antioxidante e
antimicrobiana). O potencial antioxidante mostrou-se variavel, com melhores
atividades identificadas principalmente apds o 7° dia de fermentacao. Por outro lado,
a atividade antimicrobiana foi favorecida em fermentagdes mais prolongadas.

Foi observada uma comunidade bacteriana bem estabelecida de BAA,
sobretudo de membros da familia Acetobacteriaceae, composta principalmente por
Komagaeibacter spp. Para leveduras, B. bruxellensis foi considerada como parte de
uma microbiota predominante. A composi¢cdo da comunidade microbiana dentre as
regides estudadas diferiu significativamente, bem como dentre as amostras de uma
mesma regido. Os resultados aqui demonstrados podem contribuir para uma melhor
compreensao acerca da composicdo do microbioma, revelando novos insights sobre
o papel da dindmica populacional na qualidade da kombucha, bem como para a
biossintese de compostos relacionados aos beneficios do consumo da bebida.

Além disso, verificou-se a presenca de diversos acidos organicos resultantes
da fermentacdo ou intermediarios de reacdoes metabdlicas, com destaque para os
acidos acetico, glirurénico e succinico, bem como compostos fendlicos, como acido
félico. Apesar de nédo terem sido observadas relacdes diretas entre a proporgcéo dos
grupos majoritarios e o perfil bioativo da bebida, maior niumero de espécies de
leveduras foi associado as atividades biol6gicas, sobretudo ao potencial antioxidante.
Foram observadas correlagbes positivas tanto entre espécies de leveduras entre si,
quanto com diferentes espécies de bactérias, assim como intera¢cdes nao simbidticas
em ambos 0s grupos. As redes de interagdes puderam ser agrupadas em cinco
mddulos distintos, tendo K. oboediens como principal conectivo entre eles.

Por fim, as interagdes ecoldgicas entre os microrganismos que compdem a
comunidade afetaram diretamente no perfil de compostos bioativos e acidos organicos
da kombucha. As espécies mais abundantes, K. saccharivorans e B. bruxellensis,
apresentaram correlacées diretas com diversos microrganismos que favorecem o
potencial bioativo da bebida, tais como Komagataeibacter spp., W. sorbophila e P.
pentosaceus. A presenca de A. senegalensis estimulou a produgdo de compostos
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fendlicos (TPC) e flavonoides totais (TFC). Os resultados aqui apresentados
demonstram o papel de diversos microrganismos na biossintese de compostos
bioativos e atividade biol6gica durante a fermentacdo da kombucha, que podem
auxiliar na modulacao de culturas sintéticas como starter para producao da bebida.
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