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RESUMO

Com base na literatura, a Kombucha é um sistema simbiético, composto de bactérias,
principalmente dos géneros Acetobacter e Gluconobacter e de leveduras. O processo
de fermenta¢do comecga com a adicéo de uma parte de algum chéa fermentado anterior-
mente e a inoculagdo de um starter na forma de uma pelicula celulésica conhecida como
Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast (Scoby). Diante do exposto, objetivou-se apresen-
tar estudos sobre as principais bactérias e leveduras que formam o Scoby utilizado para
a producéo de Kombucha, por meio de uma revisao integrativa com estudos nacionais
e internacionais. Para esta revisao, foram realizadas buscas sistematizadas na base de
dados ScienceDirect, Scopus e SciELO para identificar os estudos sobre a cultura Scoby,
entres os anos de 2016 a 2022, utilizando as Palavras-chave: Kombucha, Fermentation,
Scoby e Microbiological. Dos 17 artigos encontrados, 11 foram descartados por néo ter
relacdo direta com a caracterizagéo microbiolégica da Kombucha, resultando em 6 arti-
gos selecionados. Os artigos abordaram a caracterizagcao microbiol6gica, identificagdo
molecular e filogenética de Kombucha, além de utilizar diferentes matérias-primas para a
elaboracéo das mesmas e avaliar a influéncia na composicao microbiana. Os resultados
obtidos nas pesquisas demonstraram a importancia da padroniza¢ao do crescimento do
scoby, pois as mudancgas que ocorrem durante o processo de fermentagédo podem ser
Uteis para a garantia da seguranca de alimentos.

Palavras-chave: Kombucha, Microbiologia, Scoby, Fermentacgéo.
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B INTRODUGCAO

O aumento na procura por um estilo de vida mais saudavel vem mostrando que os
atuais consumidores estao cada vez mais em busca de alimentos que apresentem benefi-
cios e funcionalidades que possam acrescentar a sua dieta. Com isto, € possivel destacar o
mercado de alimentos funcionais, que tém como diferencial trazer beneficios a saude fisica
e mental do consumidor (SANTOS et al., 2018).

A Kombucha é obtida por fermentacao de cha preto ou cha verde (ambos processados
com plantas da espécie Camellia sinensis) ao qual é adicionado agucar como substrato para
a fermentacéo. E uma bebida refrescante, ligeiramente doce, acida e carbonatada, conhecida
por suas propriedades funcionais, composta por alguns probi6ticos, como bactérias acéticas,
por polifendis presentes no cha, agucares, acidos organicos, etanol, vitaminas hidrossolu-
veis e uma variedade de micronutrientes produzidos durante a fermentacdo (CHEN; LIU,
2000; MALBASA et al., 2008; MUKADAM et al., 2016; YILDIZ; GULDAS, GURBUZ, 2021;
TORAN-PEREG et al., 2021).

A fermentagdo da kombucha se da a partir de uma associagao simbidtica de va-
rias leveduras (géneros Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Candida, Pichia, Kloeckera, Brettanomyces e Torulopsis) e bacté-
rias acéticas (Gluconacetobacter xylinus - anteriormente denominada Acetobacter xyli-
num -, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti e Acetobacter
pasteurianus), sendo que a composicao microbiolégica depende da origem da cultura
(MUKADAM et al., 2016).

Durante a fermentacao de alimentos por Micro-organismos mistos, o fermento produz
alcool e as bactérias produzem &cidos lactico e organico, mudando o ambiente de aerbbio
para anaerobico; portanto, eles se complementam e evitam o crescimento de micro-orga-
nismos indesejaveis. Portanto, os compostos inibitdrios, condicbes anaerdbias e baixo pH
causado por culturas mistas dificultam a producéo de fungos e bactérias indesejaveis (LEE
et al., 2021). O processo de fermentacdo comecga com a adigcdo de uma parte de algum cha
fermentado anteriormente e a inoculagdo de um starter na forma de pelicula celulésica co-
nhecida Scoby (do inglés: Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast) (TORAN-PEREG et al.,
2021). Assim, objetivou-se descrever as bactérias e as leveduras que formam a pelicula
celuldsica Scoby para a produgao de Kombucha, por meio de uma revisao de literatura.
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B DESENVOLVIMENTO
METODOLOGIA
Identificacao dos artigos

Para identificar os estudos que abordavam o tema e realizados em diferentes pai-
ses, foram realizadas buscas sistematizadas na base de dados ScienceDirect (https://
www.sciencedirect.com), Scopus (https://www.scopus.com) e SciELO (https://www.scielo.

br). Os termos de busca utilizados nas bases foram: Kombucha, Fermentation, Scoby e
Microbiological. As buscas foram limitadas por tipo de artigo. A ultima busca foi realizada
em 22 de setembro de 2021. Para a selecéo dos estudos, utilizou-se como critério de inclu-
séo de estudos de diferentes paises, completos, que abordassem o tema “caracterizacéo
microbiol6gica de Kombucha” e/ou “identificacdo molecular e filogenética de Kombucha”, no
idioma inglés e entre os anos 2016 e 2022, conforme a Figura 1 abaixo. Foram excluidas as

revisdes de literatura e as revisdes sistematicas.

Figura 1. Exemplificacdo do método utilizado para a sele¢do dos artigos de pesquisa.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).
Pré-selecao

Para chegar a pré-selecao, buscou-se os titulos e/ou palavras chaves que poderiam ter
relacdo com a tematica da revisdo deste trabalho. Foram usadas as seguintes palavras para
localizar os titulos dos artigos: Kombucha, Microbiological, Scoby, Microbial Composition
e Identification of Microorganisms, as palavras foram buscadas em inglés, idioma de ori-
gem dos artigos. Em seguida, foi realizada uma leitura para melhor entendimento do con-
tetdo dos mesmos.

Na pré-selecado, foram descartados artigos que nao tinham qualquer relacéo direta

com o assunto. Com isso, foram descartados 11 artigos. Despois de uma reunido com os
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pesquisadores deste trabalho para discutir as abordagens dos artigos, foram selecionados

6 artigos (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma da revisdo integrativa do trabalho.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Analise dos artigos pré-selecionados

A avaliacdo para a selecao dos artigos foi realizada pelos autores deste trabalho e,
em seguida, apresentada a todos os pesquisadores para verificar se havia divergéncia
de opinides, e estas foram sanadas por meio de um consenso. A selecao inicialmente foi

realizada através de titulos, seguida por resumos, e quando selecionados, por leitura com-

pleta dos artigos.

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranga dos Alimentos

19



H RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 6 artigos selecionados foram todos aprovados para a revisao integrativa. Os artigos
foram lidos na integra e analisados suas principais informagdes, conforme o Quadro 1.

Na abordagem proposta, a busca eletronica retornou 6 artigos a partir das palavras-cha-
ve referenciadas. Apés selecdo manual, por meio de leitura dos titulos, foram descartados
aqueles que nao contemplavam os critérios de inclusédo (Figura 2 acima). O resultado foi
um total de 6 artigos incluidos, com diferentes abordagens. Os resultados das pesquisas
selecionadas para esta revisao integrativa estao descritos nas sec¢des abaixo.

Quadro 1. Titulos das pesquisas, base de dados e referéncias selecionados para a revisdo integrativa.

Titulo das pesquisas Base de dados Referéncia

Microbiological and sensory characterization of kombucha SCOBY

for culinary applications Scopus Toran-Pereg et al. (2021)

Isolation, molecular and phylogenetic identification of
microorganisms from Kombucha solution and evaluation of their SciELO Jafari et al. (2020)
viability using flow cytometery

Kombucha fermentation using commercial kombucha pellicle and

culture broth as starter SCIELO Lee et al. (2021)

Effect of freeze-dried kombucha culture on microbial composition

and assessment of metabolic dynamics during fermentation ScienceDirect Rl EREl, (Por)

Kombuchas from green and black teas have different phenolic
profile, which impacts their antioxidant capacities, antibacterial ScienceDirect Cardoso et al. (2020)
and antiproliferative activities

Metabolome-microbiome signatures in the fermented beverage,

Kombucha ScienceDirect Villarreal-Soto et al. (2020)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

No estudo de Toran-Pereg et al. (2021), trés filos bacterianos foram identificados na
amostra inicial de kombucha, incluindo Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. Como
esperado, as bactérias do filo Proteobacteria foram as mais abundantes, associadas com o
Scoby e com o cha, responsaveis por mais de 95% da populagao total, de acordo com a ana-
lise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (do inglés: Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis - DGGE). Dentro desse filo, os micro-organismos identificados pertenciam a
familia Acetobacteraceae que incluem géneros como Acetobacter e Komagataeibacter. Além
disso, um isolado foi identificado como uma cepa do género Komagataeibacter. Os resultados
obtidos estdo em concordancia com a bibliografia, onde foi relatado que Komagataeibacter
xylinus (anteriormente denominada Gluconacetobacter xylinus) era a espécie dominante na
comunidade bacteriana e o principal contribuinte de celulose bacteriana na kombucha. Além
disso, varias outras espécies de Komagateibacter e Gluconacetobacter foram isoladas de
diferentes amostras de kombucha (MARSH et al., 2014).

As outras duas cepas de bactérias isoladas foram identificadas como Bacillus liche-
niformis e Microbacterium sp., pertencentes aos filos Firmicutes e Actinobacteria, respecti-
vamente. Essas sao bactérias atipicas, mas tém sido descritas anteriormente no consorcio
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microbiano kombucha (CHAKRAVORTY et al., 2016). Por outro lado, o isolamento da leve-
dura realizado, deu origem a identificacdo de micro-organismos do género Brettanomyces.
Esse género € comumente encontrado em kombucha e produz acido acético e ésteres de
acido acético sob condicdes anaerdbicas (MAYSER et al., 1995). Dois isolados diferentes
de Zygosaccharomyces spp. foram encontrados e a Rhodotorula mucilaginosa. No Quadro
2 abaixo estao apresentados os micro-organismos encontrados nos trabalhos selecionados

para este capitulo.

Quadro 2. Micro-organismos isolados de scoby e/ou kombucha e suas respectivas referéncias.

Micro-organismo (Grupo, género ou espécie) Tipo Referéncia
Acetobacter malorum Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter pasteurianus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter pomorum Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Bactérias acéticas - Cardoso et al. (2021)

Bactérias acido-lactico - Cardoso et al. (2021)

Bactérias mesofilicas - Cardoso et al. (2021)
Bifidobacterium bifidum Bactéria Lee et al. (2021)

Bifidobacterium longum Bactéria Lee et al. (2021)

Brettanomyces bruxellensis Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Brettanomyces spp. Levedura Fabricio et al. (2022)

Candida arabinofermentans Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Gluconacetobacter oxydans Bactéria Lee et al. (2021)
Gluconacetobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Villarreal-Soto et al. (2020)
Gluconobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Villarreal-Soto et al. (2020)
Hanseniaspora spp. Levedura Fabricio et al. (2022)
Hanseniaspora uvarum Levedura Jafari et al. (2021)
Komagataeibacter hansenii Bactéria Lee et al. (2021)
Komagataeibacter rhaeticus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Komagataeibacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Jafari et al. (2021)
Komagataeibacter xylinus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Lactobacillus casei Bactéria Lee et al. (2021)

Lactobacillus delbrueckii Bactéria Lee et al. (2021)

Lactobacillus spp. Bactéria Lee et al. (2021); Jafari et al. (2021)
Leveduras - Cardoso et al. (2021)
Ligilactobacillus spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)
Liquorilactobacillus spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Oenococcus oeni Bactéria Lee et al. (2021)

Ralstonia pickettii Bactéria Lee et al. (2021)

Saccharomyces spp. Levedura Fabricio et al. (2022)
Schizosaccharomyces pombe Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Sporolactobacillus breve Bactéria Lee et al. (2021)

Sporolactobacillus shoreea Bactéria Lee et al. (2021)

Starmella bacillaris Levedura Jafari et al. (2021)

Weissella spp. Bactéria Jafari et al. (2021)
Zygosaccharomyces bailii Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Zymomonas spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Cardoso et al. (2021) realizaram a caracterizagao microbiolégica de kombuchas produ-
zidas a partir da fermentacao de cha verde ou cha preto a 25 °C por 10 dias. As contagens
de bactérias acéticas, laticas e mesofilicas variaram de, aproximadamente, 10° a 106 UFC/
mL, com a mesma variagao ocorrendo para contagens de leveduras. Nao houve diferenca
(p < 0,05) entre as contagens microbianas do kombucha de cha verde e preto (Figura 3).
Uma contagem mais alta de bactérias acéticas e leveduras na kombucha, ambas na faixa
de 107 UFC/mL, foi obtido por Neffe-Skocinska et al. (2017) sob a mesma temperatura e
tempo de fermentacao do estudo de Cardoso et al. (2021) (25 °C/10 dias). Provavelmente,
quanto maior a quantidade de acgucar (100 g/L), tipo de cha e quantidade de Scoby (50 g/L)
utilizados, mais altas as contagens microbianas obtidas apds a fermentacédo do kombu-
cha. No entanto, Zhao et al. (2018) relataram contagens de bactérias meséfilas (6,93 x 10°
UFC/mL) e leveduras (7,52 x 10° UFC/mL) semelhantes as obtidas no estudo de Cardoso
et al. (2021), apés fermentacao a 28 °C/10 dias.

Figura 3. Caracterizagcdao microbioldgica de kombuchas. Resultados expressos como médias de trés repeti¢cdes. Barras

de erros indicam + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, para a mesma analise, ndo sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

BGreen Tea Kombucha
®Black Tea Kombucha

Log CFLV/mL

Acetic bacteria Lactic acid bacteria Mesoplulic bacteria Yeast

Fig. 2. Microbiological characterization of the kombuchas. Results were expressed as mean of three repetitions. Error bars indicate + standard deviation. Means
followed by the same letter, for the same analysis, are not significantly different (p < 0.05).

Fonte: Cardoso et al. (2021).

Villarreal-Soto et al. (2020) investigaram a cinética de fermentacao, producao de
metabdlitos, microbiota e propriedades potenciais de promog¢ao da saude de trés tipos
de kombucha diferentes ((F) - obtido da populagao local de Toulouse, Franca; (G) - ob-
tido a partir de kombucha comercial e o terceiro (H) obtido no site www.jemangevivant.
com). O sequenciamento metagenémico de espingarda revelou varios géneros bacterianos
dominantes, como Komagataeibacter, Gluconacetobacter e Gluconobacter. Brettanomyces
e Schizosaccharomyces foram as leveduras mais dominantes identificadas. A distribuicao de
espécies refletiu diferentes padrdes de consumo de agucar, com S. pombe estando presente
em amostras com a maior converséo de agucar. A analise metabolica exibiu uma ligacao
entre a microbiota e a producéo de compostos bioativos na fermentagcdo da kombucha.
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Jafari et al. (2021) isolaram e identificaram os micro-organismos de kombucha e usan-
do métodos de cultivo e métodos moleculares secos a vacuo, oito espécies isoladas foram
registradas: Lactobacillus e Kumagataeibacter e Weissella spp. foram os géneros bacte-
rianos, enquanto Starmella bacillaris e Hanseniaspora uvarum foram as duas espécies de
leveduras identificadas na bebida.

Fabricio et al. (2022) exploraram em seu estudo a correlacdo existente em um kom-
bucha tradicionalmente produzida, avaliando sua comunidade microbiana e os principais
metabdlitos produzidos. Também investigaram os efeitos das culturas iniciais processadas
de trés maneiras diferentes (controle, cultura inicial sem suspenséo liquida (CSC) e uma
cultura inicial liofilizada (FDSC)). Identificaram sete géneros de bactérias,

incluindo Komagataeibacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Acetobacter,
Liguorilactobacillus, Ligilactobacillus, e Zymomonas, e trés géneros de leveduras, Dekkeral
Brettanomyces, Hanseniaspora e Saccharomyces. FDSC diminuiu as populacdes de
Zymomonas e Acetobacter, permitindo a predominancia de Gluconobacter, enquanto nas
kombuchas controle e CSC os dois primeiros foram os géneros predominantes. Além disso,
o processo de fermentacao foi capaz de eliminar Enterobacteriaceae, demostrando a grande
importancia desse processo milenar na seguranca de alimentos.

Lee et al. (2021) realizaram a anélise da comunidade microbiana, usando o Scoby co-
mercial de kombucha e caldo de cultura como iniciador. As comunidades microbianas foram
comparadas usando dois tipos de kombucha comercial (Kom-1 e Kom-2). Os principais filos
encontrados foram Proteobacteria (35,60% ou 78,1%) e Firmicutes (64,06% ou 15,57%).
Entre os micro-organismos pertencente ao filo Proteobacteria, Komagataeibacter hansenii
e Gluconobacter oxydans foram as principais espécies (Figura 1). As principais espécies
encontradas na kombucha Kom-1 foram: Oenococcus oeni (25,60%), Lactobacillus (23,1%)
e Sporolactobacillus breve (13,04%). Na kombucha Kom-2, as principais espécies encon-
tradas foram: Lactobacillus delbrueckii (6,54%), Lactobacillus casei (5,45%) e Ralstonia
pickettii (5,81%) (Figura 4).

Figura 4. Comunidade microbiana em kombucha comercial, Kom-1 e Kom-2. Kom-1: amostra de kombucha comercial -1;
Kom2: amostra de kombucha comercial — 2.
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Fonte: Lee et al. (2021).
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Como observado no estudo de Villarreal-Soto et al. (2020), embora Gluconacetobacter
e Brettanomyces normalmente dominem a microbiota da kombucha, varios estudos desta-
caram a variabilidade (TEOH; HEARD; COX, 2004; MARSH et al., 2014; REVA et al., 2015;
COTON et al., 2017) dessa bebida.

B CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, com esta revisado integrativa, que os resultados obtidos nas pesquisas séo
de extrema importancia para garantir a confiabilidade da fermentacéo da kombucha que é
produzida, atualmente, em pequena escala por meio de fermentacéao descontrolada, tornan-
do-se relevante investigar a sua microbiota.

Em todos os trabalhos selecionados, foram identificados diferentes géneros e espécies
de micro-organismos na composicao das kombuchas, destacando as diferentes percep¢des
no que diz respeito a otimizagéo da microbiota, a producéao industrial e aos atributos promo-
tores da saude. Por fim, todos os estudos demonstraram a importancia da padronizag¢ao do
crescimento do scoby, pois as mudancas que ocorrem durante o processo de fermentacao
podem ser uteis para a garantia da seguranca de alimentos.
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