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RESUMO

A Kombucha é uma bebida fermentada a partir de cha, gerada por uma complexa
comunidade microbiana, composta principalmente por bactérias acéticas e leveduras.
A diversidade e a dinamica dessa microbiota durante a fermentacéo influenciam a
producdo de metabdlitos, como &cidos organicos, que impactam as caracteristicas
sensoriais da bebida e seus potenciais beneficios a saude. No entanto, ainda sao
escassos 0s estudos sobre a composicdo microbiana das culturas iniciadoras de
Kombucha. O presente estudo teve como objetivo identificar as bactérias presentes
durante o processo fermentativo e estabelecer um perfil microbioldgico da bebida. Os
resultados indicaram que Bacillus subtilis foi a bactéria predominante,
desempenhando um papel central no processo fermentativo e possivelmente
contribuindo para a atividade probidtica. Contudo, sua presenca demonstrou ser
prejudicial a morfologia da celulose produzida, comprometendo sua aplicagdo em
contextos biomédicos.
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ABSTRACT

Kombucha, a fermented tea beverage, is produced by a complex microbial community
primarily composed of acetic acid bacteria and yeasts. The diversity and dynamics of
this microbiota during fermentation influence metabolite production, such as organic
acids, which affect the sensory characteristics of the beverage and its potential health
benefits. Despite its growing popularity, the microbial composition of Kombucha starter
cultures remains underexplored. This study aimed to identify the bacterial species
present during fermentation and establish a microbiological profile of the beverage.
Results revealed that Bacillus subtilis was the predominant bacterium, playing a central
role in fermentation and possibly contributing to probiotic activity. However, its
presence was found to negatively impact the morphology of the produced cellulose,
thereby limiting its biomedical applications.
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1. INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida fermentada a base de cha, amplamente popular, cuja
origem € atribuida a China. A partir de entdo, seu consumo se expandiu para o Japdao,
Russia e diversos paises do Oriente Médio, tornando-se, eventualmente, um
fendmeno global. O processo de fermentacdo da Kombucha geralmente envolve uma
cultura simbidtica complexa de bactérias acéticas e leveduras, denominada scoby
(Cultura Simbiética de Bactérias e Leveduras), em uma infusdo de cha adocado,
realizada a temperatura ambiente por um periodo de 7 a 10 dias. O sabor do
Kombucha é levemente acido e alcodlico (Arikan et al., 2020)

A composicdo quimica da Kombucha varia entre os diferentes produtos,
influenciada por fatores como a composi¢cdo microbiana da cultura iniciadora, as
condi¢cbes de fermentacéo e os substratos adicionados. A compreenséao detalhada da
composicdo microbiana das culturas iniciadoras utilizadas na fermentacdo da
Kombucha, bem como de suas atividades metabdlicas, é crucial para aprimorar o
controle sobre o processo fermentativo (Kluz et al., 2022). Além disso, o papel do
scoby na producdo de celulose bacteriana é de grande interesse de diversas
industrias, principalmente quando falamos na aplicacdo biomédica, pois essa matriz
extracelular de celulose ndo apenas contribui para a textura e a estabilidade da
cultura, como pode ser utilizada na producdo de materiais e nanomateriais
biomédicos. Portanto, investigar os fatores que afetam tanto a fermentacdo quanto a
producao de celulose pelo scoby é essencial para otimizar tanto a qualidade da bebida
guanto a geracao de celulose de alta pureza (Molina-Ramirez et al., 2017).

A interacdo entre diferentes espécies de leveduras e bactérias acéticas pode
tanto promover quanto inibir o crescimento de outras espécies, e suas caracteristicas
metabdlicas desempenham um papel crucial na determinacdo da composi¢do quimica
final da Kombucha. Contudo, os estudos sobre a composi¢cao microbiana das culturas
iniciadoras de Kombucha e suas propriedades metabolicas ainda séo escassos. Os
principais desafios na compreensdo dessas culturas residem na diversidade e
complexidade das comunidades microbianas envolvidas, o que dificulta uma
caracterizacao precisa e a padronizagdo dos processos fermentativos (Nyhan et al.,
2022).

Dada a complexidade na caracterizagdo das bactérias presentes na
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fermentacdo da Kombucha, o presente estudo teve como objetivo identificar as
bactérias presentes durante o processo fermentativo e estabelecer um perfil

microbiologico da bebida, utilizando espectrometria de massas MALDI-ToF.

2. METODOLOGIA

Para a identificacdo microbiologica por espectrometria de massa, utilizando
proteinas extraidas das bactérias presentes na fermentacdo da Kombucha, foram
analisados tanto o liquido fermentado quanto o scoby para o isolamento bacteriano.
As amostras foram inicialmente semeadas em placas de agar MacConkey e agar
sangue, utilizando o método de esgotamento. As colbnias isoladas foram entdo
selecionadas para a extracdo de proteinas.

O preparo das amostras para analise por espectrometria de massa seguiu 0
protocolo descrito por Sogawa et al. (2011), com algumas adaptacfes conforme as
instrucdes do fabricante. Primeiramente, 300 uL de agua Milli-Q foram transferidos
para um microtubo de 1,5 mL. Usando uma alga de inoculagao estéril de 1 pL, as
colonias isoladas das placas de cultura foram transferidas para o tubo contendo a
agua, misturando-se completamente até que o material estivesse totalmente em
suspensao.

Em seguida, foram adicionados 900 pL de etanol puro a suspensao, que foi
homogeneizada em vortex. A mistura foi centrifugada por 2 minutos a 13.000 rpm, e
o0 sobrenadante removido cuidadosamente com uma pipeta. O pellet resultante foi
deixado secar ao ar livre por pelo menos 5 minutos a temperatura ambiente.

Apos a secagem, 50 pL de acido férmico aquoso a 70% foram adicionados ao
pellet, e a solucéo foi pipetada para ressuspender o material, seguido de mistura em
vortex e incubagao por 25 minutos. Posteriormente, foram adicionados 50 uL de
acetonitrila a 100% ao tubo, e a mistura foi novamente centrifugada por 2 minutos a
15.000 rpm.

Apods a centrifugagao, 1 uL do sobrenadante foi depositado em uma posi¢ao
vazia de uma placa de alvo MALDI previamente limpa, e a placa foi deixada secar ao
ar a temperatura ambiente. Para finalizar, 1 yL de BTS foi pipetado em cada uma das
posicoes designadas para controle de qualidade (QC) de Padréo de teste bacteriano

Bruker (BTS), secando-se a temperatura ambiente. Cada posi¢cdo de amostra e cada
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posi¢cao QC de BTS foram sobrepostas com 1 yL de solugéo de matriz acido 4-hidroxi-
a-cianocinamico (HCCA). Apos a secagem, a placa MALDI foi inserida no

espectrometro de massa para analise.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Das 19 amostras coletadas, 15 foram possiveis identificar os microrganismos,

conforme a tabela 1:

Tabela 1 - Andlise de espectrometria de massa (Maldi-ToF)

Analito Organismo Score Organism Score

ID (melhor match) | Valor (Rl oncllen Valor
match)
1 Micrococcus luteus Micrococcus luteus
2 Micrococcus luteus Micrococcus luteus
3 Bacillus subtilis | 1.923| Bacillus subtilis 1.851
4 Bacillus subtilis 1.83 Bacillus subtilis 1.83
7 Bacillus subtilis | 1.832| Bacillus subtilis 1.755
9 Bacillus subtilis Bacillus subtilis 1.937
13 Bacillus subtilis Bacillus subtilis 1.976
18 Bacillus subtilis Bacillus subtilis 1.751
19 YR h ol IOC(.)C.CUS 1.876 S0 h Y IOC(.)C.CUS 1.718
epidermidis epidermidis

Fonte: construcéo do autor.

O microrganismo mais predominante nas analises foi o Bacillus subitilis,
bactéria descrita na literatura com propriedade probidtica (Yang et al., 2022), uma das

caracteristicas conhecidas da Kombucha esta diretamente relacionada ao equilibrio
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de sua comunidade microbiana, que pode influenciar significativamente o pH, a
producdo de alcool e a formacédo do scoby. Este equilibrio € crucial, pois qualquer
alteracdo na composi¢cdo microbiana pode levar a mudangas na morfologia da
celulose produzida, tornando-a amorfa e irregular devido a degradagédo da celulose
por certas bactérias.

Entre as bactérias identificadas na analise MALDI-TOF, destaca-se o Bacillus
subtilis, conhecido por seu papel na fermentacdo, mas também capaz de degradar a
celulose, prejudicando a integridade estrutural do scoby. Outra bactéria presente foi o
Micrococcus luteus, que, embora esteja sendo estudada por suas propriedades
probidticas em alimentos fermentados (Nwachukwu et al., 2019), também compete
com as bactérias produtoras de celulose, contribuindo para a ma formacdo e
irregularidade morfoldgica da celulose na Kombucha.

Além disso, o Staphylococcus epidermidis foi identificado na andlise. Esta
bactéria € conhecida por sua presenca em processos de fermentacdo de produtos
COmMo queijos, carnes e soja (Heo; Lee; Jeong, 2020). Embora S. epidermidis n&o seja
reconhecido como produtor de celulose, ele pode atuar como um competidor natural
das bactérias celuloliticas, impactando negativamente a qualidade e a morfologia da
celulose produzida na Kombucha.

O perfil microbiolégico revelou que Bacillus subtilis foi a bactéria mais
predominante entre os isolados da Kombucha e do scoby produzido. Este resultado
indica que o equilibrio da comunidade microbiana e a acidificacao tipica da bebida,
ambos influenciados pela presenca de B.subtilis, desempenham um papel crucial na
definicdo do sabor caracteristico da Kombucha e potencialmente contribuem para
suas propriedades probidticas. No entanto, no que se refere a eficacia na producao
de celulose, B.subtilis apresentou um impacto negativo, comprometendo a integridade
estrutural das redes de fibras de celulose. Esse efeito € consistente com a literatura,
gue ja aponta Bacillus subtilis como uma espécie que pode interferir na morfologia da
celulose, resultando em uma estrutura menos robusta (Deng; Wang, 2022; Hamza et
al., 2022).

4. CONCLUSAO
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Com base nos resultados deste estudo, concluimos que a composicao
microbiolégica da Kombucha desempenha um papel fundamental na qualidade do
scoby produzido, particularmente na formacao e morfologia da celulose. O Bacillus
subtilis foi identificado como a bactéria predominante durante o processo de
fermentacao, influenciando ndo apenas o sabor e as propriedades probiéticas da
bebida, mas também impactando negativamente a integridade estrutural da celulose.
A presenca de Micrococcus luteus e Staphylococcus epidermidis, que atuam como
competidores naturais das bactérias celuloliticas, também contribuiu para a
irregularidade morfologica da celulose, comprometendo sua aplicacdo potencial em
contextos biomédicos.

Esses achados destacam a importdncia do equilibrio da comunidade
microbiana na produgcdo de Kombucha, ndo apenas em termos de seus efeitos
sensoriais e potenciais beneficios a saude, mas também em relacdo a qualidade do
biopolimero celulésico produzido. Para otimizar a producdo de celulose de alta
qualidade na Kombucha, seria necessario um controle mais rigoroso da composi¢cao
microbiana durante a fermentacgdo, visando minimizar a influéncia de espécies que

possam comprometer a estrutura e a funcionalidade do scoby.
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