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Atualmente, consumidores do Brasil e do mundo tém buscado habitos saudaveis.
Com isso, a procura por alimentos que tenham propriedades funcionais tem
aumentado. Um exemplo de bebida que pode estar relacionada com beneficios a
saude é o kombucha, uma bebida oriental produzida a partir da fermentacéo de cha
adocado por uma simbiose entre bactérias e leveduras. Estes micro-organismos
presentes no cha fermentado agem como probidticos, uma vez que sdo capazes de
agir beneficamente no trato intestinal. As bactérias mais encontradas no kombucha
sdo as acéticas e as laticas, ja as leveduras sdo variadas. A andlise microbiolégica
desse produto € importante para avaliar a viabilidade dos micro-organismos do
fermento no cha ja fermentado e verificar se h4 presenca de contaminantes
microbianos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade
microbiolégica de cha kombucha comercial de cinco sabores distintos (macd com
canela, manga, gengibre com limao siciliano e mel, maracuja e melancia com
gengibre) durante o tempo de estocagem de 90 dias, bem como verificar a sua
inocuidade. As amostras foram analisadas quanto a presenca de Salmonella spp.
seguindo a metodologia da 1ISO 6579:2007 e de coliformes termotolerantes seguindo
a metodologia preconizada pela APHA utilizando o método do numero mais
provavel. Além disso, foi feita a contagem total de micro-organismos aerébios
mesdfilos, utilizando dois meios com composicdo e valores de pH distintos, Plate
Count Agar (PCA) e Orange Serum Agar (OSA), e foi medido o valor de pH das
cinco amostras. As analises foram feitas nos tempos zero, 15, 45, 60 e 90 dias. Nao
foi verificada presenca de Salmonella spp. em 25 ml para todas as amostras e
coliformes termotolerantes foi menor que 3,0 NMP/ml. O valor de pH nas cinco
amostras reduziu ao longo dos 90 dias. A contagem total no meio OSA foi maior que
o PCA para quatro amostras, devido ao pH ser préximo ao do cha fermentado, e
apresentaram a contagem total de micro-organismos aerdébios mesofilos estavel
entre 15 e 90 dias, sendo os primeiros 15 dias os mais criticos. Conclui-se entao,
gue houve a viabilidade dos micro-organismos do fermento ao longo do tempo de
estocagem de 90 dias, apesar da instabilidade nos primeiros 15 dias, bem como que
as amostras estavam de acordo com a legislagdo vigente para cha e produtos
similares.
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1. INTRODUCAO

A procura por alimentos funcionais tem aumentado de maneira expressiva
nos ultimos anos, devido a busca por habitos alimentares mais saudaveis. A
demanda por esses alimentos vem estimulando novas pesquisas sobre a
caracterizacdo desses produtos.

Existem diversos tipos de alimentos funcionais, podendo se destacar os que
contém probidticos. Os probidticos sdo micro-organismos vivos com capacidade de
atuar de forma benéfica no trato intestinal (Brasil, 2002). Esses micro-organismos
também podem exercer funcdes positivas nos produtos alimenticios conferindo
sabor e aroma, entre outras caracteristicas (Bourdichon et al., 2012).

O kombucha € um chéa fermentado, originario da Asia, que surgiu em 220 a.C
e é amplamente consumido até os dias atuais. E caracterizado por utilizar um
fermento composto por bactérias e leveduras (Kumar; Joshi, 2016). Os micro-
organismos presentes nesse ché se relacionam através de uma simbiose complexa,
resultando em metabdlitos importantes para conferir os atributos sensoriais
caracteristicos. O kombucha é uma bebida gaseificada que apresenta gosto
levemente acido e adocicado. O gosto acido fica mais acentuado de acordo com a
duracéo da fermentacao (Jayabalan et al., 2014).

A caracterizacdo microbiana do kombucha € bastante variavel, contendo,
principalmente, bactérias acéticas e leveduras de espécies diversas (Teoh et al.,
2004). A associacdo desses micro-organismos em aerobiose resulta na reducao do
pH, devido a producéo de &cidos organicos (Jayabalan et al., 2010). Esse pH baixo
atua como uma barreira para o crescimento de micro-organismos deterioradores e
patdogenos (Battikh et al, 2012), colaborando para garantir a seguranca
microbiolégica do produto.

O kombucha nao possui um padrdo de qualidade e identidade estabelecido
no Brasil, ou seja, 0s micro-organismos usados na sua preparacdo nao Sao
regulamentados. Deste modo, a andlise microbiolégica do kombucha é importante
para avaliar a viabilidade dos micro-organismos desejaveis (fermento) e verificar se
ha presenca de contaminantes microbianos, sendo estes o0s principais objetivos do

presente trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alimentos funcionais

A Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 18, de 30 de abril 1999 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define que alegacdo de
propriedade funcional “é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o
nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e
outras fun¢des normais do organismo humano”. Com isso, o alimento funcional é
aguele que possui alguma substancia com alegacdo de propriedade funcional, ou
seja, que apresenta alguma funcdo metabdlica ou fisiolégica, além da nutricdo
bésica (Brasil, 1999a).

Cada alimento funcional novo no mercado precisa ser registrado pela
empresa que deseja comercializa-lo. Para que o produto seja rotulado como
alimento funcional, é necessario que haja evidéncia cientifica a comprovacao de
alegacado de propriedade funcional (Brasil, 1999b). No Japéo, foi implementado em
1991 o “Alimentos para uso especifico de saude” (Foods for Specified Health Use -
FOSHU) para regulamentar os alimentos denominados funcionais (Vidal et al.,
2012).

De acordo com a RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002 da ANVISA, as
substéancias com alegacdo de propriedade funcional sdo classificadas em
carotenoides, fitoesterdis, flavonoides, fosfolipideos, organosulfurados, polifendis,
probiodticos (Brasil, 2002). Ha diversos produtos que contém naturalmente essas
substancias, tais como ervas, leguminosas, frutas, verduras e legumes. Outros
alimentos recebem adicdo dessas substancias com o objetivo de aumentar o valor
agregado do produto.

Estudos indicam que os alimentos funcionais podem estar relacionados com
diversos efeitos benéficos ao organismo. O Quadro 1 mostra alguns exemplos

desses efeitos relacionados a alimentos e aditivos.



Quadro 1: Ingredientes alimentares comuns e seus atributos funcionais.

Ingredientes com potencial funcional Funcéao

Acido graxo Omega-3, Extrato de gengibre, Prevencéao artrite
coldgeno

Acido g-aminobutirico, pectina Anti-hipertensivo

Célcio, béro e fosfolipidio de caseina Prevencao de osteoporose
B-caroteno, extratos de alho, esterdides, Combate a problemas
compostos fendlicos, “psyllium” cardiacos

Fibra de soja, bactérias probidticas, pectina Reducéo do colesterol
Alho, cha verde, bactérias probioticas, “psyllium" Anti-carcin6genos
Licopeno, frutas e verduras contendo anti- Alteracéo do dano oxidativo
oxidantes

Bactérias probioticas, zinco ionizado, extrato de Agentes anti-infecciosos
“elderberry"

FONTE: Adaptado de Sanders, 1998.

Tais alimentos benéficos a salude s6 foram definidos como “alimentos
funcionais” em meados dos anos 1980 no Japdo. O consumo desses alimentos
existe antes mesmo de receberem essa definicdo (Dufresne; Farnworth, 2001,
Morais et al., 2009).

Os alimentos probidticos pertencem a um grupo de alimentos funcionais
bastante estudado nos ultimos anos. Os probidticos sdo “micro-organismos Vvivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo” (Brasil, 2002). De acordo com a RDC n° 2/2002, € necessario
gue haja uma quantidade de micro-organismos viaveis até o prazo de validade para
garantir que o produto tenha a acéo da alegacéo.

Alguns produtos fermentados como iogurte com adi¢cdo de bifidobactérias,
leite fermentado, kefir e kombucha sdo exemplos de alimentos probiodticos. Os micro-
organismos presentes nesses alimentos resultam em caracteristicas sensoriais
favoraveis, além de promover possiveis beneficios a saude. Alguns desses
beneficios podem ser: efeito anticarcinogénico, melhor absorcéo de nutrientes, alivio
da constipagéo intestinal, reducdo dos niveis de colesterol, alivio dos sintomas da

intolerancia a lactose e melhora do sistema imunologico, devido ao estimulo de



producdo de anticorpos além da exclusdo competitiva de patdégenos e producéo de
substéancias antimicrobianas (Oliveira et al., 2002; Saad, 2006).

2.2. Chas

A palavra “chd” refere-se, internacionalmente, a infusdo de folhas de Camelia
sinensis, anteriormente denominada Thea sinensis (Lima, 2008). No Brasil, a
Portaria n° 544, de dezembro de 1998 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA), define o cha pronto para o consumo como:

“bebida obtida pela maceracéo, infuséo ou percolacéo de folhas e brotos de
vérias espécies de chi do género Thea (Thea sinensis e outros) ou de
folhas, hastes, peciolos e peddnculos de erva-mate da espécie Iléx
paraquariensis, ou de outros vegetais, podendo ser adicionados de outras
substancias de origem vegetal e de acUcares” (Brasil, 1998)

O consumo de chéas é milenar, ha cerca de 5000 anos, na China e na india. O
seu uso era tradicionalmente para melhorar o fluxo sanguineo, aumentar a
resisténcia a doencas e eliminar toxinas (Dufresne; Farnworth, 2001). O ch& foi
levado para a Europa como uma erva com propriedades medicinais durante a
exploracdo portuguesa e holandesa na China no periodo das grandes navegacdes
(Tsuru, 2016).

O consumo de cha ao longo dos anos tem sido associado aos habitos
alimentares e culturais, como o café e refrigerantes. Porém, o interesse pelo
consumo dessa bebida vem aumentando devido aos estudos cientificos que
atribuem ao seu consumo alguns beneficios a satude (Vuong, 2014).

O continente que mais produz cha é a Asia, onde os paises que se destacam
s&o China e india (FAOSTAT, 2017), como mostram as Figuras 1 e 2. No Brasil, a
producéo e o consumo de ché pronto para beber aumentaram consideravelmente no
periodo de 2010 a 2015 (ABIR, 2016), conforme apresentado na Figura 3.



Figura 1: Producédo mundial de cha, em 2010.
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Figura 2: Producéo de cha dos cinco paises maiores produtores, em 2013.
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Figura 3 Consumo per capita e producdo de cha pronto para consumo no Brasil,
entre 2010 e 2015.
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FONTE: adaptado de ABIR (2016).

O ch& é um dos exemplos mais antigos do uso de produtos naturais com o
objetivo de promover algum beneficio a saude, além da nutricdo basica. As
substancias mais abundantes no cha séo as catequinas, que séo polifendis do grupo
dos flavonoides. Os estudos sugerem que os efeitos benéficos a salde estédo
relacionados a atividade antioxidante das catequinas (Morais et al., 2009, Dufresne;
Farnworth, 2001). Essas substancias antioxidantes reduzem a formacao de radicais
livres e estdo sendo relacionadas com a prevencdo de danos causados pelo
estresse oxidativo (Droge, 2002). A Figura 4 mostra a estrutura das principais

catequinas encontradas no cha.



Figura 4: Estruturas das principais catequinas encontradas no cha.
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Bunkova et al. (2005) testaram o efeito anticarcinogénico de amostras de cha
verde e compararam com um padrdo de catequinas. Os autores observaram que as
amostras de cha verde apresentaram maior efeito anticarcinogénico que o padréao de
catequinas. Além disso, as catequinas também apresentam atividade
antimicrobiana, evitando a contaminagdo de micro-organismos patogénicos e

deterioradores durante a estocagem (Chou; Lin, 1999).

2.3. Kombucha

2.3.1. A Bebida

O kombucha é uma bebida originada na China em 220 a.C., durante a
dinastia Tsin na Manchdria, que era procurada devido as suspeitas de apresentar

propriedades magicas (Greenwalt et al., 2000). Um médico chamado Kombu usou a



bebida no Jap&o com a intensdo de curar os problemas digestivos do imperador
(Dufresne; Farnworth, 2000). A bebida se tornou tradicional na Asia, sendo
consumida também na RuUssia, como tratamento de disturbios metabdlicos entre
outras doencas. Durante a Segunda Guerra Mundial, a bebida se espalhou pela
Europa e hoje em dia € mundialmente consumida (Jayabalan et al., 2014).

O chéa kombucha é uma bebida fermentada e apresenta um gosto levemente
acido e adocicado. A bebida € obtida a partir de um cha adocado e a adicdo de um
in6culo que contém leveduras e bactérias, conhecido como “fungo do cha” ou
SCOBY, do inglés Symbiotic Culture of Bacteria and Yeats (Nummer, 2013). A
associacdo desses micro-organismos em condi¢cdes aerbbicas resulta em uma
simbiose produzindo os metabdlitos que dao origem as caracteristicas sensoriais do
produto.

A matéria-prima mais usada na preparacdo do kombucha é o cha-preto, pois
possui maior aceitabilidade devido ao sabor mais suave. Porém, na literatura
existem estudos utilizando outras matérias-primas como erva-cidreira (Cetojevié-
Simin et al., 2012), cha verde (Reiss, 1994) e suco de uva (Khanh, 2013). Apesar de
a sacarose ser 0 acUcar mais utilizado, outros acglucares podem ser usados na
preparacao do kombucha, tais como glicose, frutose e lactose (Reiss, 1994).

A formulacdo usada na preparacdo do kombucha pode variar, porém na
maioria dos casos utiliza-se uma infusdo de cha preto por aproximadamente 10
minutos, adocado com sacarose em concentragdes de 5 a 15% (m/v) (Kumar; Joshi,
2016). O cha adocado fica em repouso em um recipiente até atingir a temperatura
ambiente (20-25°C) e em seguida € adicionada uma pelicula de celulose contendo
0s micro-organismos do kombucha (Greenwalt et al., 2000). Essa “cultura mae” é
chamada de “fungo do cha” e vai dar origem a uma nova pelicula durante a
fermentacdo. O “fungo do cha” é adicionado junto com cha kombucha previamente
fermentado ou vinagre (Dufresne; Farnworth, 2000), na propor¢cao de 10 a 20% do
volume do ché preparado, para reduzir o pH, mantendo abaixo de 4,2, e assim evitar
a contaminacdo por micro-organismos indesejaveis (Nummer, 2013). Entdo, o
recipiente que contém a bebida € coberto com um tecido que permita a
permeabilidade de oxigénio para que haja uma condicdo aerdbia (Jayabalan et al.,

2014), como mostra a Figura 5.



Figura 5: Recipiente contendo o cha e o inéculo do kombucha (SCOBY).
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A temperatura durante a fermentacdo deve ser mantida entre 20 e 30°C e 0
tempo de fermentacdo pode variar de 7 a 10 dias (Kumar; Joshi, 2016). Esse tempo
é variavel devido ao sabor desejado, pois quanto mais tempo de fermentacado maior
0 gosto acido e menor o adocicado (Jayabalan et al 2014). Ao final do tempo
determinado, o “fungo do cha” é retirado e armazenado em uma parte do cha
fermentado. A bebida ¢é filtrada, envasada em uma garrafa com tampa e
armazenada a 4°C (Dufresne; Farnworth, 2000). Durante os primeiros dias de
estocagem, ocorre producdo de gas carbdnico pelos micro-organismos, tornando o
produto final uma bebida gaseificada (Greenwalt et al., 2000). Apés a fermentacao
do kombucha, podem ser adicionadas polpas de frutas, especiarias e outros
ingredientes para conferir aroma e sabor a bebida. O processo de producdo do
kombucha esta representado na forma de diagrama na Figura 6.



Figura 6: Diagrama proposto para a preparacdo do kombucha.
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FONTE: Adaptado de Kumar e Joshi (2016)
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Estudos mostram que o consumo do kombucha pode prevenir algumas

patologias, tais como doencas cardiovasculares, problemas no figado, niveis

elevados de colesterol, artrite, inflamacdes, aterosclerose e cancer (Dipti et al., 2003;
Semjonovs et al., 2014; Suhartatik et al., 2011; Chu; Chen, 2006). Os beneficios

associados ao consumo do kombucha podem estar relacionados principalmente com

a presenca do acido glicurénico, produzido durante a fermentacao.
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2.3.2. Os micro-organismos do kombucha

A caracterizagcdo microbiolégica do kombucha é bastante varidvel, pois
depende da origem da matéria-prima e do inéculo utilizado. Porém, os estudos
indicam que o0s grupos de micro-organismos mais encontrados em chas kombucha
sdo bactérias acéticas (géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e/ou
Gluconobacter), laticas (género  Lactobacillus) e leveduras (classe
Saccharomycetes) (Marsh et al., 2014, Teoh et al., 2004, Liu et al., 1996, Mayser et
al., 1995). O Quadro 2 mostra alguns micro-organismos presentes no kombucha

relatados na literatura.

Quadro 2: Bactérias e leveduras isoladas de kombucha.

Micro-organismo Referéncia

Bactérias

Acetobacter Marsh et al., 2014
A. pasteurianus Liu et al., 1996
A. aceti Liu et al., 1996

Gluconoacetobacter Marsh et al., 2014

Lactobacillus Marsh et al., 2014

Lactococcus Marsh et al., 2014

Leveduras

Saccharomyces Mayser et al., 1995
Saccharomyces cerevisiae Liu et al., 1996; Hitokoto et al., 1978
Saccharomyces inoconspicus Hitokoto et al., 1978
Saccharomyces pombe Teoh et al., 2004

Brettanomyces Mayser et al., 1995
Brettanomyces bruxellensis Liu et al., 1996; Marsh et al., 2014; Teoh
(Dekkera bruxellensis) et al., 2004

Zygosaccharomyces Mayser et al., 1995
Zygosaccharomyces bailii Liu et al., 1996; Marsh et al., 2014; Teoh

et al., 2004

Candida Mayser et al., 1995
Candida tropicalis Hitokoto et al., 1978
Candida stellata Teoh et al., 2004

Debaryomyces hansenii Hitokoto et al., 1978

Shizosaccharomyces pombe Teoh et al., 2004

Torulaspora delbrueckii Teoh et al., 2004

Rhodotorula mucilaginosa Teoh et al., 2004
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O grupo de micro-organismos que mais varia no kombucha é o das leveduras,
ja foram relatados na literatura diversos géneros diferentes. As leveduras sao micro-
organismos eucariotos e pertencem ao reino Fungi. Esses micro-organismos sao
geralmente caracterizados por terem brotamento ou fissdo como principal meio de
reproducdo assexuada e ndo formarem seus estados sexuais dentro ou sobre um
corpo frutifero (Kreger-van Ri, 1987). A maioria das leveduras possui metabolismo
fermentativo, utilizando acucares como substratos (Kurtzman et al., 2011).

Esse grupo € conhecido pela a sua vasta aplicacdo em produtos como péao,
cerveja, vinho e outras bebidas alcéolicas (Fleet, 2006). Porém, algumas espécies
de leveduras podem atuar de forma negativa em certos produtos, sendo
consideradas contaminantes. Essa variacdo na funcionalidade desses micro-
organismos pode ser exemplificada pela espécie Brettanomyces bruxellensis que
pode estar presente no kombucha como fermento, como mostra no Quadro 2, e é
motivo de grande preocupacdo para a industria vinicola (Daniels-Treffandier et al.,
2017). No Quadro 3 estdo sendo mostradas a origem nos alimentos e a fungcéo de
algumas espécies de leveduras.

Quadro 3: Distribuicéo e principais atividades de espécies de leveduras em
alimentos fermentados e bebidas.

Espécie de levedura Origem (alimento ou Principal funcao

mais frequente bebida)

Saccharomyces spp. Vinho, cerveja, sourdough, Fermentacéo de agucar
cidra, xerez, queijo, Producéo de metabdlitos
alimentos fermentados secundarios
indigenas e bebidas (ex: Atividades da pectinase e
kombucha) da glicosidase

Inibicdo do crescimento
de bolores produtores de
micotoxinas

Degradacao de algumas
fragcOes de caseina
Atividades lipolitica,
proteolitica e de urease

Debaryomyces hansenii Queijo, salame e Aumento do pH
kombucha Producéo de fatores de
crescimento importantes
para bactérias
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Quadro 3: continuacéo - Distribuicdo e principais atividades de espécies de
leveduras em alimentos fermentados e bebidas.

Espécie de levedura Origem (alimento ou Principal funcao

mais frequente bebida)

Hanseniaspora Vinho, cidra, alimentos Atividade proteolitica, de

(Kloeckera) spp. fermentados indigenas e glicosidases e pectinases
bebidas Producdo de metabdlitos

secundarios

Candida - espécies Vinho, sourdough, Atividade proteolitica, de

fermentadoras alimentos fermentados glicosidases e pectinases
indigenas e bebidas (ex: Producéo de compostos
kombucha) secundarios

Inibicdo do crescimento
de bolores produtores de
micotoxinas

Yarrowia lipolytica Queijo e salame Atividades lipolitica,
proteolitica e de urease
Reducéo da oxidacao de
gordura (rango)

FONTE: Adaptado de Romano et al. (2006).

Os dois grupos de bactérias presentes no kombucha s&do as bactérias
acéticas e as laticas. As bactérias acéticas pertencem a familia Acetobacteraceae e
sdo Gram negativas ou Gram variaveis, catalase positiva e oxidase negativa. Esses
micro-organismos sdo bastonetes, podendo apresentar uma forma elipsoidal ou
mais alongada (Martins, 2012). Essa familia é constituida atualmente por 30 géneros
(Martins, 2012), sendo Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter os
principais géneros usados para producdo de acido acético industrial (Raspor;
Goranovi¢, 2008).

O metabolismo desse grupo de bactérias é aerdbio obrigatério sendo o
oxigénio o aceptor final de elétrons. Com isso, as bactérias acéticas realizam
respiracdo aerdbia (Oliveira et al., 2010; Kersters et al., 2006), e € incorreto
denominar este processo de fermentacdo aceética (Martins, 2012). Esses micro-
organismos sdo capazes de crescer em meios alcoolicos, 4cidos e com alto teor de
acucar e podem exercer papel positivo, neutro ou deteriorador em alimentos e
bebidas (Kersters et al., 2006). As bactérias acéticas podem ser importantes na
producdo de alguns alimentos, como vinagre e kombucha, e na fermentacdo do
cacau, ou indesejaveis em outros produtos, tais como vinho, cerveja, refrigerantes e

frutas (Raspor; Goranovi¢, 2008). Além disso, podem ser utilizadas na area
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biotecnoldgica sintetizando compostos como celulose bacteriana, sorbose, que é
uma substancia intermediaria para a producdo de acido L-ascorbico (vitamina C),
entre outros (Raspor; Goranovi¢, 2008; Mas et al., 2007).

As bactérias laticas sdo Gram positivas, ndo esporuladas, catalase negativa,
aerdbias facultativas e 4cido-tolerantes (Mayo et al., 2010). Esse grupo de bactérias
possui um metabolismo estritamente fermentativo, podendo ser pela via
homofermentativa, onde apenas € produzido o &cido lactico, ou heterofermentiva,
que, além do acido latico, é produzido acido acético, etanol, dioxido de carbono,
entre outros (Hoppe; Larsen, 2009). Podem apresentar morfologia em cocos ou
bastonete, dependendo do género.

As espécies tipicas de bactérias laticas pertencem aos géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus e
Leuconostoc. Esses micro-organismos podem ser encontrados em diversos
alimentos, como leite e produtos lacteos, vegetais, cereais, carnes e produtos
carneos. Diversas espécies desses géneros sao usadas na producdo e conservacgao
de alimentos fermentados, podendo estar presentes como contaminantes ou como
culturas starter, sendo adicionadas ao alimento (Mayo et al., 2010). As bactérias
laticas podem contribuir positivamente para o produto alimenticio, conferindo

propriedades sensoriais, tecnoldgicas e nutricionais desejaveis (Leroy; Vuyst, 2004).

2.3.3. O processo de fermentacao

O processo de producdo do kombucha combina a fermentagcédo alcoolica,
conduzida pelas leveduras, e a producdo de &acidos orgéanicos, resultantes do
metabolismo das bactérias acéticas (Neffe-Skocinska et al., 2017). A simbiose
estabelecida entre esses micro-organismos € devido ao acido acético estimular a
producéo de etanol pelas leveduras e o etanol estimular a producéo de acido acético
pelas bactérias (Dufrense; Farnworth, 2000; Reiss, 1994).

Além disso, durante o processo de fermentagdo, uma nova pelicula de
celulose é formada por cima da “colénia mae” adicionada no inicio do processo
(Jayabalan et al., 2014). Liu et al. (1996) relatam que o micro-organismo responsavel
pela producdo dessa pelicula de celulose, caracteristica do kombucha,

possivelmente é Acetobacter pasteurianus. Essa pelicula formada mantém os micro-
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organismos na superficie, favorecendo a condicdo aerdbica, devido ao contato com
0 oxigénio.

Na fermentacéo aerobica, diversas reacdes bioquimicas ocorrem e o controle
dos parametros desse processo no kombucha € importante para determinar a
qualidade da bebida. Os metabdlitos gerados na fermentacdo do kombucha sé&o
acidos orgéanicos, tais como acido gluconico, glicurénico, acético e latico, e etanol.
Reiss (1994) observou que a producéo de etanol atingiu 0 maximo de concentracao
apos seis dias de fermentacao e logo depois reduziu. Liu et al. (1996) identificaram o
acido glicurbnico como metabdlito principal da fermentacdo do kombucha. Neffe-
Skocinska et al (2017) avaliaram trés temperaturas distintas (20, 25 e 30°C) durante
a fermentacdo do kombucha e concluiram que a 25°C/10 dias é a condicdo que
resulta melhores qualidades sensoriais e estabilidade microbiologica.

O processo de fermentagcdo € capaz de aumentar a preservacdo e a
seguranca do alimento (Steinkraus, 2002). Isso ocorre, devido a reducédo do pH e a
producdo de metabdlicos antimicrobianos no processo de fermentacdo do kombucha
gue evitam a contaminacdo por outras bactérias, leveduras e fungos filamentosos
(Teoh et al., 2004, Mo et al.,, 2008). Além disso, a fermentacdo é capaz de
proporcionar uma maior qualidade sensorial e biolégica do alimento (Bourdichon et
al., 2012). Alguns autores observaram o efeito antimicrobiano contra Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Erwinia carotovora
(Battikh et al., 2012, Cetojevi¢-Simin et al., 2012, Sreeramulu et al., 2000, Steinkraus
et al., 1996).

Mo et al. (2008) observaram que a atividade antimicrobiana era maior
conforme o tempo de fermentagcdo aumentava, sugerindo que essa atividade possa
estar relacionada com os produtos gerados durante o processo metabdlico envolvido
na producédo do cha fermentado e ndo com 0s compostos presentes originalmente
no chda, ja que observaram que o processo de oxidacdo das folhas reduz essa
capacidade antimicrobiana. Essa atividade antimicrobiana do kombucha é atribuida
principalmente ao acido acético produzido no processo de fermentacao (Sreeramulu
et al., 2000, Steinkraus et al., 1996).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a estabilidade microbiolégica do ch& fermentado kombucha comercial

de cinco sabores distintos ao longo do tempo de estocagem de 90 dias.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a inocuidade do cha kombucha;

e Acompanhar a viabilidade dos micro-organismos durante um periodo de
estocagem de 90 dias, com armazenamento dos produtos a 5°C;

e Fazer a andlise microbioldgica para identificar os grupos de micro-organismos
presentes no produto;

e Acompanhar o pH das amostras durante o tempo de estocagem de 90 dias.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras de chd kombucha

As amostras de chd kombucha comercial de cinco sabores distintos (maca
com canela, manga, gengibre com liméo siciliano e mel, maracuja e melancia com
gengibre) foram fornecidas por um fabricante do Rio de Janeiro (Figura 7). Segundo
o fabricante, o cha fermentado foi preparado em uma mesma batelada e somente
apos a fermentacdo foi adicionado polpa de frutas e demais ingredientes. Foi
informado também que a fruta in natura utlizada passou pelo processo de
sanitizacdo antes de ser adicionada ao kombucha. O cha foi armazenado em
garrafas translicidas de vidro rotuladas com os sabores e ficaram armazenadas a

5°C, conforme instruc¢des do fabricante.

Figura 7: Foto das amostras de chd kombucha comerciais utilizadas no trabalho.

Melancia
com

FONTE: Autoria propria.

4.2. Anéalise microbioldgica

As amostras (25 ml) foram diluidas e homogeneizadas em 225 ml de agua
peptonada 0,1% (m/v) (Himedia, india) e, apds isto, foram realizadas diluicdes
seriadas conforme Midura e Bryant (2001), até que a contagem em placas fosse

possivel, como mostra a Figura 8.
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Figura 8: Esquema geral da andlise para contagem total dos micro-organismos
aerobios mesofilos em placa.

m 1 mi 1 ml 1mil 1ml

225 ml

A

9 mi 9 mi 9ml 9 ml

2 102 10+ 10-3
1ml
r

_/

FONTE: Adaptado de Morton (2001)

A metodologia usada para a contagem total dos micro-organismos aerébios
mesofilos em placas foi descrita por Morton (2001) e os meios de cultura comerciais
usados foram o Plate Count Agar (PCA) (BD, Difco, EUA) com pH 7,0 e o Orange
Serum Agar (OSA) (BD, BBL, EUA) com pH 5,5, que permite recuperar bactérias
laticas e acéticas por ser um meio nutricionalmente mais rico que o PCA (Hatcher et
al., 2001). A composicao dos meios comerciais esta descrita no Anexo A.

O plagueamento das amostras foi feito em profundidade, utilizando 1 ml de
cada diluicdo em duplicada (Figura 8), para ambos os meios. As amostras foram
inoculadas em cinco tempos distintos, sendo zero, 15, 45, 60 e 90 dias, apds serem
adquiridas. As placas preparadas com o OSA foram incubadas a 30°C e as com o
PCA, a 35°C. Ambos os meios ficaram incubados por cinco dias.

Apos o crescimento na placa de Petri, foi feita a contagem total e algumas
colénias foram selecionadas de ambos os meios para coloracdo de Gram, teste de
catalase e coloracao de esporo bacteriano.

As amostras também foram avaliadas quanto a presenca de Salmonella spp.
e coliformes termotolerantes no tempo zero, para verificar a inocuidade do produto.
A analise de Salmonella spp. foi feita seguindo a metodologia da International

Organization for Standardization (ISO) 6579:2007 e os meios usados foram o Agar
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Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) e o Agar Hektoen Enteric (HE). A andlise de
coliformes termotolerantes foi feita seguindo a metodologia preconizada pela
American Public Health Association (APHA) utilizando o método do numero mais
provavel (NMP) descrita por Kornacki e Johnson (2001).

4.3. Medicéo de pH

A medicdo do pH das amostras foi feita em duplicatas em pHmetro (mPA210,
MS Tecnopon) nos tempos que as amostras foram analisadas (zero, 15, 45, 60 e 90

dias).

4.4. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism,
versao 5.03 (2009). Para avaliar a diferenca da contagem total de micro-organismos
aerébios mesofilos, entre os meios de cultura utilizados e o tempo de
armazenamento, os resultados foram transformados em valores de logio/ml e
avaliados através da analise de variancia (ANOVA) two-way, seguida de pés-teste
de Bonferroni. Foi realizada também uma ANOVA one-way, seguida de pés-teste de
Tukey, para avaliar a diferenga em cada amostra entre os valores de pH medidos.
Foram consideradas diferencas significativas para valor de p<0,05.



20

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da anélise de Salmonella spp. foi auséncia em 25 ml e da analise
de coliformes termotolerantes foi menor que 3,0 NMP/ml para todas as amostras. A
RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, determina que chas e produtos
similares devem apresentar auséncia de Salmonela spp. e que a contagem total de
coliformes termotolerantes seja menor que 10° UFC/ml (Brasil, 2001). Dessa forma,
foi possivel verificar a inocuidade das amostras no tempo zero.

As polpas de fruta e demais ingredientes adicionados ao produto néo
passaram por processamento térmico, foi feita apenas a sanitizacdo. Por isso, é
importante utilizar um meio de cultura genérico, como o PCA, para obter uma
contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos, recuperando uma gama
maior de micro-organismos do que meios mais especificos.

Como o kombucha € um produto fermentado, esperava-se que a contagem
total de micro-organismos aerébios mesdfilos fosse acima de 10°> UFC/ml. Por isso,
as diluicdes escolhidas inicialmente para o plaqueamento de todas as amostras
foram maiores. Porém, néo foi possivel detectar o crescimento de micro-organismos
em dois sabores e assim, foram plagueadas diluicbes menores nos tempos
seguintes e, com isso, foi possivel detectar o crescimento de micro-organismos nas
placas.

Para cada uma das amostras, os valores de pH, medidos nos tempos zero,
15, 45, 60 e 90 dias, estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Valor de pH dos cinco sabores de kombucha ao longo do tempo de
estocagem de 90 dias.

Tempo (dias) Valor de p
0 15 45 60 90 (ANOVA)

Magca com canela 3,97** 408 396" 337 3,36° < 0,001

Amostra

Manga 3,832 3,86° 3,74° 3,55°¢ 2,96° < 0,001
Gengibre com

lim&o siciliano e 3,86 3,84* 383% 365" 2,99 < 0,001
mel

Maracuja 3,84%° 3,88 379*" 360*" 3,19° 0,0491
Melancia com

. 3,76° 3,77% 3,71° 3,56° 2,98¢ < 0,001
gengibre

Médias seguidas por letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem significativamente
(p<0,05, ANOVA com pés-teste de Tukey).
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Em todas as amostras, foi possivel observar a reducao do pH ao longo do
tempo de estocagem. Isso pode ser provavelmente devido a producdo de acidos
organicos pelos micro-organismos presentes no kombucha (Neffe-Skocinska et al,
2017). O valor de pH observado ficou aproximadamente entre 3,0 e 4,0. Velicanski
et al (2012) avaliaram a variagdo de pH durante o processo de fermentacdo d
kombucha e observaram que o valor de pH final foi de aproximadamente 3,0, apos
nove dias de fermentacéo, sendo coerente ao valor observado no tempo zero neste
trabalho.

Os resultados da contagem total dos micro-organismos aerébios mesofilos de

cada amostra, em ambos 0s meios, estao representadas na Figura 9.
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Figura 9: Contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos no PCA (Plate Count Agar) e no OSA (Orange Serum Agar) das
cinco amostras ao longo do tempo de estocagem (90 dias).
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A contagem total de micro-organismos aerdébios mesofilos apresentou
diferenca significativa ao longo do tempo e entre os meios utilizados. O resultado da
andlise de variancia two-way estd apresentado no Anexo A. Foi observado, em
todas as amostras, que a contagem foi maior nas placas contendo o meio OSA. Isso
ocorre devido a diferenca dos meios quanto a composicao e o pH, permitindo que
micro-organismos distintos crescam em cada meio. O PCA possui um valor de pH
neutro e o OSA mais acido, sendo em torno de 5,5. Possivelmente, o crescimento de
micro-organismos no OSA foi maior devido ao pH do meio ser mais proximo do pH
das amostras, favorecendo a recuperacdo dos micro-organismos acidofilos
presentes no kombucha.

Nos primeiros 15 dias, algumas amostras apresentam instabilidade na
contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos, sendo o periodo critico da
estocagem. Fu et al. (2014) avaliaram a estabilidade de amostras de kombucha
durante 14 dias de estocagem e observaram a contagem de leveduras, bactérias
acéticas, lacticas e totais reduziram durante esse periodo. No presente estudo, as
amostras se mantiveram estaveis, apos esse periodo de 15 dias, até 90 dias em
ambos os meios. No PCA, as amostras apresentaram contagem total de micro-
organismos aerébios meséfilos entre 10? e 10° UFC/ml. J& no meio OSA, a maioria
das amostras apresentou uma contagem total entre 10’ e 10° UFC/ml, com excecéo
apenas da amostra com sabor gengibre com liméo siciliano e mel que a contagem
ficou em 10 e 10° UFC/ml. Provavelmente, a diferenca dessa amostra pode ser
devido aos ingredientes adicionados ao ch& fermentado como o gengibre e o mel,
gue possuem acao antimicrobiana (Patel et al., 2011), reduzindo a populagcdo de
micro-organismos presentes no produto.

Fu et al (2014) encontraram uma contagem de bactérias totais de 2,5x10’
UFC/ml no tempo inicial de estocagem e observaram queda de 2 ciclos logaritmos.
Jayabalan et al. (2008) observou uma contagem de bactérias de 1,5x10* UFC/ml e
de leveduras de 7x10° UFC/ml, logo ap6s o término da fermentacao. Velicanski et al
(2012) também observaram contagem de leveduras na ordem de 10° UFC/ml, porém
a contagem de bactérias foi feita para bactérias acéticas e encontraram um
resultado na ordem de 10° UFC/m.

A maioria das amostras analisada neste trabalho apresentou bastante gas,
resultando no extravasamento do conteddo da garrafa ao abrir, como mostra a

Figura 10. Apenas a amostra sabor gengibre com lim&o siciliano e mel, que néo
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apresentou producdo de gas. Isso pode ser devido a contagem total de micro-
organismos aerobios mesofilos dessa amostra no OSA ter sido menor que as
demais, em torno de quatro a cinco ciclos logaritmicos. Como as amostras
apresentaram estabilidade microbiologica ao longo do tempo de estocagem, sugere-
se que o gas formado deve ter sido produzido por micro-organismos presentes no

fermento do kombucha e ndo por micro-organismos deterioradores.

Figura 10: Foto da garrafa de kombucha ao abrir.

FONTE: Autoria propria.

Na coloragdo de Gram foram identificadas apenas bactérias bastonetes,
Gram positivas e leveduras em ambos os meios de cultura. Foi possivel observar
quatro bactérias com caracteristicas distintas (denominadas B1, B2, B3 e B4), sendo

descritas na Tabela 2 e ilustradas na Figura 11.

Tabela 2: Caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de micro-organismos isolados
do kombucha.

Identificacdo do micro-organismo

Caracteristicas

Bl B2 B3 B4
Coloracao de 4 + + +
Gram
bastonete bastonete bastonete bastonete
Morfologia forma esporo
curto curto longo
em pH neutro
Teste de 4 + i +

catalase
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Figura 11: Bactérias B1, B2, B3 e B4 presentes no cha kombucha
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Figura 11: continuacdo - Bactérias B1, B2, B3 e B4 presentes no chd kombucha.

(d)

(a) Coloracdo de Gram da bactéria B1, (b) Coloragdo de esporo da bactéria B1 (c) Coloragdo de
Gram da bactéria B2, (d) Coloragédo de Gram da bactéria B3 e (e) Coloracdo de Gram da bactéria B4.
FONTE: Autoria prépria.

A bactéria B1 apresentou formacdo de esporo e esse fenémeno so6 foi
observado no PCA, sugerindo que essa bactéria seja acidofila, pois formou esporo
apenas em pH 7,0. Os géneros de bactérias citados pela literatura no fermento do
kombucha ndo apresentam formacdo de esporos, sugerindo que essa bactéria
esporulada seja um contaminante. Isso se torna preocupante, pois o pH do
kombucha €é acido, entdo, possivelmente, essa bactéria se encontra no produto na

forma vegetativa.
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Os géneros de bactérias Gram positivos encontrados no kombucha sé&o
Lactobacillus, e os géneros Gram negativos sdo Acetobacter e Gluconobacter,
podendo ser Gram variaveis em alguns casos (Holt et al., 1994).

As leveduras encontradas no kombucha apresentaram o mesmo formato,
sendo esse elipsoidal, quando vistas em microscopio e estdo representadas na

Figura 12.

Figura 12: Leveduras isoladas do cha kombucha.

FONTE: Autoria propria.

A presenca de uma pelicula na superficie das amostras sabor manga e
maracuja foi identificada no tempo de 90 dias, como mostra a Figura 13. Essa
pelicula foi colocada em Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), meio
seletivo para crescimento de fungos, com o objetivo de descartar a suspeita de
contaminagao por fungo filamentoso. Houve crescimento no meio DRBC e foi

observado no microscépio que era levedura.

Figura 13: Pelicula formada na superficie da amostra com sabor maracuja.

FONTE: Autoria propria.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

e As cinco amostras de kombucha comercial analisadas estavam dentro dos
limites determinados pela ANVISA, para analise de Salmonella spp. e
coliformes termotolerantes.

e A contagem de micro-organismos aerobios mesodfilos totais nas cinco
amostras de kombucha foi estavel entre 15 e 90 dias de estocagem em
refrigeracéo a 5°C.

e Houve reducéo dos valores de pH nas cinco amostras avaliadas durante 90
dias.
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ANEXOS

Anexo A: Composicdo informada no rétulo dos meios de cultura utilizados.

Meio Composicao Quantidade (g/l)
Soro de Laranja 10,0
Extrato de levedura 3,0
Digerido pancreatico de caseina 10,0

OSA
Dextrose 4,0
Fosfato de potassio (KH,POy) 2,5
Agar 15,5
Digerido pancreético de caseina 5,0
Extrato de levedura 3,5

PCA Dextrose 1,0
Agar 15,0

Anexo B: Valores de p encontrados na ANOVA two-way, entre os meios de cultura
utilizados e o tempo de armazenamento, com os resultados da contagem total de
micro-organismos aerébios mesofilos expressos em logie/ml.

Tempo (dias)

Amostra Andlise 0 15 5 50 90
PCA 4,57 5,86 5,38 5,48 5,43
Maca com canela ASSCA 7F;1<1 7,79 7,95 7,36 7,67
(valorde p) 0,001 p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,01
PCA 511 5,15 4,48 4,45 4,30
Manga ASCS)CA 8,86 8,97 9,15 8,86 7,99
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
(valor de p)
Gengibre com PCA - 2,26 2,04 1,98 2,06
lim&o siciliano e AEI)CS)'\A\/A ) ) 2,71 311 2,35
mel - - P<0,01 P<0,01 P>0,05
(valor de p)
PCA 7,08 4,30 3,54 4,65 4,41
Maracuja ASCS)CA 7,30 8,36 8,74 8,65 8,81
P>0,05 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
(valor de p)
PCA 3,23 3,34 3,08 2,56

Melancia com OSA 7,56 8,64 8,73 8,60 8,43

gengibre (V:g?(;/eAp) - P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001




