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MICRORGANISMOS PRESENTES EM UMA KOMBUCHA ARTESANAL GAUCHA

RESUMO

A kombucha é uma bebida fermentada por uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas (SCOBY) com propriedades apontadas como benéficas a saude.
Foi realizado estudo descritivo com kombuchas produzidas em escala em Porto Alegre/RS,
sendo coletados amostras para o isolamento de microrganismos presentes na kombucha, bem
como nos insumos utilizados (SCOBY e ché verde). As bebidas foram analisadas nas versoes
original e saborizada com e sem homogeneizacdo, em triplicata, perfazendo um total de 12
amostras. Verificou-se que a kombucha apresentou elevada quantidade de leveduras, com
diferenca significativa da bebida conforme homogeneizacdo, tanto na forma original
homogeneizada (7.39+£6.46 log UFC/mL vs ndo homogeneizada 6.46+5.39 log UFC/mL,
p<0,0065) quanto na saborizada homogeneizada (7.54+6.81 log UFC/mL vs néo
homogeneizada 7.20+£6.04 log UFC/mL, p<0,049). O SCOBY apresentou contagem total de
leveduras de 6.78+6.68 log UFC/mL e no cha verde ndo foi observado o crescimento de
microrganismos. Por fim, conclui-se que a kombucha analisada apresenta elevada quantidade
de leveduras, tanto na bebida original quanto na saborizada, sendo a concentracdo maior desses
microrganismos na forma homogeneizada, 0 que sugere a importancia da leve homogeneizagao
da bebida antes do consumo.

Palavras-chave: Camellia sinensis, Leveduras, Bebidas fermentadas.

INTRODUGCAO

A kombucha é uma bebida obtida mediante a infusdo das folhas de Camellia Sinensis e
da fermentac&o por uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY)?. Ligeiramente
gaseificada e com sabor levemente acido e adocicado, a kombucha é o produto com maior
estimativa de crescimento no mercado de bebidas?. Apontada como um produto com compostos
bioativos, tendo em vista suas propriedades vinculadas a microrganismos probioticos e
polifenois, a kombucha passou a ser produzida também a nivel industrial, com diferentes
sabores disponiveis®*. E descrito que o consumo de alimentos com microrganismos vivos tem
uma relagdo direta com diversos beneficios a salide, dentre eles, a satide da microbiota intestinal

e fortalecimento do sistema imunoldgico®. Quando o equilibrio da microbiota e do sistema
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imune é perturbado, pode levar a problemas de satide®. Dentre estes, estdo: efeitos antagonicos
no crescimento de microrganismos patogénicos e aderéncia competitiva & mucosa e epitélio
intestinal; aumento na producao da camada de muco intestinal, reduzindo a permeabilidade do
intestino; e modulacdo do sistema imunoldgico gastrointestinal. Estes achados corroboram para
0 desenvolvimento da obesidade e de outras doengas metabdlicas. De fato, algumas doencas
sdo acompanhadas por uma mudanga na composi¢cdo microbiana causando um desequilibrio
entre as bactérias benéficas e as potencialmente patogénicas’®

Em relacdo ao acima exposto, a alimentacdo saudavel e adequada, do ponto de vista
nutricional, tem grande impacto na salde da populagdo, além de seus respectivos agravos
correlacionados. Neste aspecto, a kombucha surge como uma bebida saudavel, uma vez que
possui em sua composicdo microrganismos, compostos fendlicos, vitaminas e minerais
variados que podem promover beneficios a satde’®. Contudo, sdo escassos os estudos da
quantificacdo e identificacdo de microrganismos presentes na kombucha. Assim, o presente
estudo teve o objetivo determinar a quantidade total de microrganismos presentes em uma

kombucha comercial original e saborizada de producédo galcha.

MATERIAS E METODOS

Realizou-se um estudo descritivo com produtos do tipo kombucha produzido em escala
por uma empresa na cidade de Porto Alegre/RS. Foram incluidos no estudo dois tipos de
kombucha (original e saborizada), bem como alguns insumos utilizados na sua preparacéo,
incluindo o SCOBY e cha verde. As amostras da bebida comercializada, bem como dos seus

insumos, foram adquiridas diretamente na empresa.

INFORMACOES SOBRE A PRODUCAO DA KOMBUCHA

De acordo com os dados fornecidos pela empresa produtora da kombucha, a bebida é
preparada com agua filtrada, cha verde (tipo japonés da espécie Camellia Sinensis), agucar
organico, SCOBY (aprox. 50g/L) e 10% do liquido Starter, sendo todos 0s processos pesados
e medidos com precisdo. Os utensilios utilizados sdo de Inox ou vidro e ha controle de

temperatura do ambiente durante toda a producdo (entre 25 e 29°C). Ap0Os a primeira
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fermentagdo, é aferido o pH (ndo ultrapassando 4,5) e medido o agUcar por meio de
refratbmetro. J& apos o segundo processo de fermentacéo, a bebida em producdo é mantida com
pH abaixo de 3,5 e indice Brix de aproximadamente 5. Para os produtos saborizados, séo
adicionadas frutas e/ou especiarias e/ou ervas. Ap0s o0 envase, 0 produto € armazenado entre
1°Ce 7°C.

Para o presente estudo, os produtos, bem como todos os insumos, embalagens e tampas
utilizados para o processo de producao foram disponibilizadas pela empresa para o controle das

analises realizadas.

COLETA DE DADOS

Apos a fabricagdo e envase do lote da bebida, a empresa enviou, ao laboratério de
Imunologia e Microbiologia da PUCRS, as garrafas de kombucha, uma fracdo do SCOBY e o
cha verde utilizados no preparo, todos devidamente armazenados para o transporte. As analises
foram realizadas em triplicata, perfazendo um total de 12 garrafas, (sendo 6 garrafas para
kombucha natural: 3 homogeneizadas e 3 ndo homogeneizadas; 6 garrafas para kombucha
saborizada: 3 homogeneizadas e 3 ndo homogeneizadas).

O estudo investigou quanto a homogeneizacdo a fim de verificar diferenca de
quantificacdo de microrganismos da bebida quando misturada ao usual sedimento no fundo do
recipiente da garrafa (Figura 1).

Figura 1- Imagem exemplificativa do residuo depositado no fundo dos recipientes de
armazenamento.

Fonte: os autores
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Analises Microbioldgicas

Para as analises microbioldgicas, 25 mL de cada garrafa de kombucha, 25g de ché verde
e 259 do SCOBY foram diluidos em 225mL de agua peptonada 0,1%, efetuando-se em seguida
as diluicBes seriadas (1072 a 10°®). Destaca-se que para as amostras homogeneizadas, a mistura
do sedimento com a bebida ocorreu com auxilio da propria pipeta de coleta.

As amostras foram submetidas a contagem de leveduras totais e contagem total de

microrganismos aerébios mesofilos.

Contagem de Leveduras totais

Para a contagem de leveduras foi utilizado o método de plaqueamento em superficie a
partir das diluicBes decimais sucessivas das amostras em Agar YPD (2% de glicose, 2% de
peptona e 1% de extrato de levedura, adicionado de agar a 2%) com cloranfenicol na
concentracdo de 0,1 mg/ml. As placas foram incubadas em temperatura de 25 + 1°C por 5 dias
para a contagem total de leveduras. Todas as amostras foram semeadas em triplicata para cada

diluicéo.

Contagem total de microrganismos aerébios mesofilos

Para a contagem de mesofilos totais foi utilizado o método de plagueamento em
profundidade a partir das diluicBes decimais sucessivas das amostras em Agar Padrdo para
contagem (PCA). As placas foram incubadas em temperatura de 36 £ 1°C por 48 horas para a
contagem total de bactérias mesdfilas. O resultado obtido foi expresso em Unidade Formadora
de Colénia por mililitro (UFC/mL). Todas as amostras foram semeadas em triplicata para cada

diluicdo.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média e desvio padrdo, com auxilio do

programa Microsoft Office Excel®. Para analise de variancia, foi realizado teste-t para
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amostras pareadas entre as amostras conforme homogeneizagédo de cada tipo de bebida (original
e saborizada). O valor de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Foram analisadas 3 amostras de cada bebida (original e saborizada), totalizando seis.
Sendo cada uma destas, analisada na forma homogeneizada e ndo homogeneizada. Na Figura
2, estd descrita a analise do teor de leveduras conforme os tipos de kombucha e
homogeneizacao.

Figura 2 - Quantidade de leveduras totais nas kombuchas do tipo original e saborizada

homogeneizada ou ndo. Nota: Graficos A e B: Escala logaritmica utilizada para amostras

pareadas.
A) Kombucha Original B) Kombucha Saborizada
2.5%107 07
E 2%107 _ 4x107
< E
£ 1.5x107 g 31074
? S
€ 1x1074 % 2x1074
5x106- 1x107+
0 0 -
ma Kombucha Homogeneizada Komhbucha Saborizada Homogeneizada
ma Kombucha Nao homogeneizada mm Kombucha Saborizada nao Homogeneizada

Fonte: os autores

Verificou-se diferenca significativa do teor de leveduras totais com a homogeneizagéo
da bebida, tanto na kombucha original quanto na saborizada. Ainda, quando comparadas as

bebidas original e saborizada, notou-se que a bebida saborizada apresentou maior concentracéo
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de leveduras em relagdo a original, tanto na forma homogeneizada quanto ndo. A Figura 3
ilustra a quantificacdo das leveduras através do método de plaqueamento em superficie das
amostras de kombucha no laboratério de Laboratério de Imunologia e Microbiologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul — PUCRS.

Figura 3 - Crescimento de leveduras através do método de plaqueamento em superficie a
partir das diluicdes decimais sucessivas das amostras de kombucha.

Fonte: os autores

A anélise do SCOBY apresentou média de leveduras de 6.78+6.68 log UFC/mL. Por
outro lado, ndo foi observado o crescimento dos microrganismos nas analises do cha verde.

Em relacdo a contagem total de microrganismos aerébios meséfilos, ndo foi possivel
quantificar as bactérias presentes na bebida, tendo em vista a metodologia de analise utilizada,
na qual se observou a predominancia de leveduras nas diluigdes de escolha para a contagem.
Contudo, foi possivel observar a presenca de bactérias nas diluicdes menores, porém com
ntmero de coldnias de bactérias e leveduras incontaveis.

DISCUSSAO

O estudo do teor de microrganismos nos alimentos tem destaque na literatura cientifica

em virtude dos impactos na microbiota. Nesse sentido, a kombucha tem sido alvo de pesquisas
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em razdo de ser uma bebida viva. Conforme a Instrucdo Normativa n® 41/2019, do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a kombucha ¢ definida como: “bebida
obtida através da respiracao aerobia e fermentacao anaerdbia do mosto obtido pela infusao ou
extrato de Camellia sinensis e agUcares por cultura simbiotica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas (SCOBY)™, que forma uma matriz flutuante de celulose!!.
Atualmente, é uma das bebidas fermentadas que vem ganhando destaque, existindo uma
enorme variedade de kombuchas disponiveis, ndo apenas de producdo caseira, como também
industrial. Além disso, os produtos apresentam enorme diversidade de sabores, geralmente com
o acréscimo de frutas, ervas e/ou especiarias 2.

O presente estudo investigou o teor de leveduras e microrganismos aerobios mesoéfilos
presentes na bebida, observando-se altas concentracdes de leveduras nas versdes analisadas,
original e saborizada, conforme era esperado. Acerca das leveduras, a literatura aponta que séo
classificadas na categoria dos fungos, sendo conhecidas por promoverem a fermentacdo de
acucares, produzindo alcool e gas carbdnico, além de serem ricas em proteinas, carboidratos,
vitamina B e sais minerais®?. Tais microrganismos podem ser considerados benéficos a saude
intestinal e também ter impacto positivo no sistema imunoldgico do individuo®!* e isso
demonstra o potencial que a bebida pode apresentar.

Na presente investigacdo, buscou-se a homogeneizagdo da kombucha em virtude da
observacao de sedimento disposto no fundo dos recipientes, ainda ndo analisado em pesquisas.
Foi observada diferenca significativa na quantidade de leveduras com a homogeneizacao do
liguido, em ambos os tipos, 0 que veio de encontro com a hip6tese de que este sedimento
pudesse agregar valor a bebida, do ponto de vista de microrganismos benéficos a satde, quando
homogeneizado o liquido. Nesse sentido, € sugerida a importancia da leve homogeneizagédo da
bebida antes do consumo.

As publicagdes sobre a kombucha séo crescentes na literatura, contudo, as investigagoes
analisam a bebida ou o SCOBY de forma isolada, sem incluir os insumos utilizados na sua
producdo. O presente estudo buscou determinar o teor das leveduras e dos microrganismos
aerobios mesofilos presentes na bebida, bem como nos insumos utilizados na sua producéo que
poderiam apresentar este crescimento, sendo analisados o SCOBY e cha verde, e que por vezes
poderiam enviesar as interpretacdes dos achados da investigacdo. N&o foram incluidas nas

andlises a presenca de coliformes na &gua utilizada na producéo e a presenca de Salmonella e
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E.coli na bebida, uma vez que ja existe controle realizado pela empresa, conforme os padrdes
estabelecidos na Portaria n° 888/2021% e na IN 161/2022 do Ministério da Satde™*®.

O SCOBY, termo criado por Len Porzio na década de 1990, é um biofilme obtido
mediante associacao simbiotica de leveduras e bactérias acéticas, que sdo responsaveis pela
fermentacio da kombucha®. Ressalta-se que essa variedade microbioldgica influéncia nas
propriedades nutricionais da bebida, uma vez que tendem a variar parcialmente de acordo com
a localizacdo geografica além de diferentes aspectos relacionados com a producéo como: o tipo
de cha, a concentracao de agucares, a temperatura, o tempo de fermentacéo, dentre outros, 0s
quais também afetam quantitativa e qualitativamente o desenvolvimento e a composicao do
SCOBY, ja que este é um organismo vivol®’. Dessa forma, frisa-se que cada SCOBY e,
consequentemente, cada bebida terdo caracteristicas especificas, podendo o teor de
microrganismos ser diferente, conforme as inUmeras variaveis existentes, impactando em
qualidade nutricional diferente. Neste estudo, quanto a cadeia de insumos analisada, incluindo
0 SCOBY e o ché verde, foi constatada a presenca de leveduras apenas no SCOBY, como
esperado.

Nesta investigacdo, foi utilizado o método tradicional de cultivo ndo sendo possivel
quantificar os microrganismos aerébios mesofilos existentes nas bebidas e no SCOBY, uma
vez que houve predominéncia de leveduras, impossibilitando a afericdo dos respectivos
microrganismos. Em relacdo ao cha verde, também analisado, ndo se notou crescimento de
microrganismos aerébios mesofilos, conforme esperado, o que demonstra a qualidade e
seguranga do insumo utilizado. Estudos atuais tém utilizado a metodologia de mapeamento
genético e caracterizacio do DNA281% contudo, esta é uma alternativa de alto custo para
quantificacdo e identificacao.

A kombucha vem ganhando notoriedade entre pesquisadores e consumidores em razdo
de suas caracteristicas probidticas?® e possiveis efeitos benéficos na satde humana®’. Com
efeito, a legislacdo brasileira define probidtico como todo microrganismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, conferem beneficio a salde do individuo. A
Resolugéo da Diretoria Colegiada n° 241, de 26 de julho de 2018 2, refere ainda que o beneficio
a saude associado ao uso do probidtico deve estar claramente identificado e refletir da forma
mais adequada o conjunto de evidéncias apresentadas. E importante ressaltar que existem

critérios para caracterizar uma espécie como probidtica, como por exemplo: ndo apresentar
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patogenicidade, demonstrar sobrevivéncia as condi¢bes do trato gastrointestinal, evidenciar
efeito positivo em humanos obtido por meio de estudos, habilidade de reduzir o colesterol,
apresentar especificidade ao hospedeiro, ser produtor de &cido e ser acido resistente, entre
outros 11823,

Kaashyap e colaboradores®®, apontam que sdo considerados probi6ticos comerciais sete
géneros de microrganismos: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Streptococcus,
Enterococcus, Escherichia e Bacillus. No estudo de Suhre e colaboradores?, utilizaram a
caracterizacdo taxondémica em kombuchas de seis marcas diferentes produzidas no Brasil, e as
quais mais se destacaram foram: Komagatalibacter, Gluconobacter Acetobacter peroxydans,
Liguorilactobacillus ghanensis, Oenococcus oeni e como a principal classe flngica
Saccharomycetales. Ja uma revisdo publicada em 2019%* destacou que estudos que utilizam
analises de sequenciamento de alto rendimento demonstraram que, apds a fermentacéo, 0s
géneros Candida e Zygosaccharomyces sdo as leveduras predominantes na kombucha,
enguanto os géneros bacterianos mais abundantes na bebida sdo Komagataeibacter, Lyngbya,
Gluconobacter, Lactobacillus e Bifidobacteria.

No Brasil, ndo ha definicao acerca da quantidade de microrganismos necessarios para
um alimento ou bebida serem considerados probidticos. A concentracéo e a variedade destes
em alguns produtos séo distintas e existe pouco conhecimento acerca das cepas, demonstrando
a importancia de mais pesquisas. Nesse aspecto, embora reivindicada como uma bebida
benéfica a salde, estudos experimentais em humanos ainda sdo incipientes®>#. Logo, em que
pese a kombucha tenha ganhado notoriedade em razdo das suas supostas propriedades
nutricionais, os seus efeitos no microbioma e na sadde ainda permanecem desconhecidos pela

falta de estudos em humanaos.

CONSIDERACOES FINAIS

Levando em conta o exposto, destaca-se que a kombucha avaliada apresenta elevada
quantidade de leveduras tanto na bebida original quanto na saborizada, sendo a concentracéo
maior desses microrganismos na forma homogeneizada, 0 que sugere a importancia da leve

homogeneizacdo da bebida antes do consumo.
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Além disso, nota-se a necessidade de mais estudos acerca das propriedades

microbioldgicas da kombucha e sua funcionalidade frente ao consumo humano.

Agradecimentos: Agradecemos ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPQ), pela bolsa de iniciacéo cientifica concedida.
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