UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ANTONIA YVINA SILVA DOS SANTOS

RESPOSTAS METABOLICAS DA FERMENTAGAO DO CONSORCIO DE
KOMBUCHA AO PROCESSAMENTO ULTRASSONICO

FORTALEZA

2025



ANTONIA YVINA SILVA DOS SANTOS

RESPOSTAS METABOLICAS DA FERMENTACAO DO CONSORCIO DE
KOMBUCHA AO PROCESSAMENTO ULTRASSONICO

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Curso de Graduagdo em
Ciéncia Bioldgicas do Centro de Ciéncias
da Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtengdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof. Dra. Sueli Rodrigues

Coorientadora: Dra. Thatyane Vidal
Fonteles

FORTALEZA
2025



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S233r Santos, Antonia Yvina Silva dos.
Respostas metabdlicas da fermentagao do consorcio de Kombucha ao processamento
ultrassénico / Antonia Yvina Silva dos Santos. — 2025.
48 f. :il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagao) — Universidade Federal do Ceara, Centro
de Ciéncias, Curso de Ciéncias Biologicas, Fortaleza, 2025.

Orientacdo: Profa. Dra. Sueli Rodrigues.

Coorientagao: Profa. Dra. Thatyane Vidal Fonteles.

1. Kombucha. 2. Ultrassom de alta intensidade. 3. SCOBY. 4. Atividade antioxidante. 5.
Acidos organicos. I. Titulo.

CDD 570




ANTONIA YVINA SILVA DOS SANTOS

RESPOSTAS METABOLICAS DA FERMENTACAO DO CONSORCIO DE
KOMBUCHA AO PROCESSAMENTO ULTRASSONICO

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Curso de Graduagédo em
Ciéncia Biologica do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtengdo do grau de
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas

Aprovado em: 11/07/2015

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Sueli Rodrigues (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dra. Thatyane Vidal Fonteles (Coorientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dra. Maria de Fatima Dantas Linhares

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dra. Ana Karoline Ferreira Leite
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

A minha mae e irma.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser meu refugio e por todo Seu amor e Misericérdia. A Nossa

Senhora, por seu amor e colo de Mae.

Agradeco a toda minha familia por todo apoio e incentivo. A minha mae,
Silvia, por todo seu amor e dedicagado, por nunca medir esforgcos para me ajudar

nesses anos de caminhada e por nunca me deixar desistir.

A minha orientadora, Profa. Dra. Sueli Rodrigues, pela oportunidade de
compor seu grupo de pesquisa e por ter aceitado orientar esse trabalho. Agradecgo a

dedicagéo e conhecimentos compartilhados.

A Dra. Thatyane Vidal Fonteles por coorientar esse trabalho e pela
dedicagdo e compromisso durante esses ultimos anos. Agradego por todos os

conselhos, ensinamentos e sugestodes.

Aos membros participantes da banca examinadora, pelo tempo, sugestdes

e colaboracéo.

A toda equipe do Labiotec pela acolhida e gentileza durante esses anos.

Assim como, por tantos ensinamentos e momentos compartilhados.

Aos meus colegas de turma do curso a quem tive a oportunidade de
conviver e aprender durante esses anos. Em especial, Bianca Sofia e Karla Laryssa

por todos os momentos de dificuldades e alegrias.

A minha amiga, Edna Fernandes, pela amizade e por estar comigo desde

o inicio da graduagao. Sua presencga sempre foi fundamental.

Ao curso e Departamento de Ciéncias Bioldgicas, assim como todo seu
corpo docente por todo empenho.

A Universidade Federal do Ceara por me proporcionar essa conquista.



RESUMO

Kombucha é uma bebida fermentada de origem chinesa, tradicionalmente preparada
a partir de cha verde e de um consorcio simbiético de bactérias e leveduras (SCOBY).
E amplamente conhecida por seus beneficios & saude, sua composicdo é rica em
compostos fendlicos, antioxidantes e acidos organicos. Neste estudo, foram avaliados
os efeitos do processamento ultrassdnico sobre as respostas metabdlicas durante a
fermentagdo da kombucha soborizada com polpa de manga. Foram preparadas trés
kombuchas: Controle, US7 e US15. Obtidas pela infusao de folhas secas de Camelia
sinenses em agua quente com adicdo de 3% de sacarose (p/v), 20% de cha
previamente fermentado (v/v) e 1% de SCOBY (p/v). A amostra Controle nao foi
submetida a tratamento com ultrassom, enquanto as amostras US7 e US15 foram
submetidas a processamento ultrassénico a 19 kHz e intensidade de energia de 113
W/cm? durante 7 minutos e 15 minutos, respectivamente. A primeira fermentagao (F1)
foi conduzida durante 9 dias e apds a retirada do consoércio simbidtico uma segunda
fermentagao (F2) foi iniciada pela adigdo de suco de manga e com duragao de 48
horas. Os resultados revelaram diferengas na cinética de consumo de acgucar nas
kombuchas processadas. Durante a primeira fermentagdo (F1), o consumo de
sacarose foi maior na kombucha Controle em comparacdo com as amostras tratadas
com ultrassom. Ja durante a segunda fermentagdo (F2), o processamento por
ultrassom aumentou as taxas de consumo de sacarose a medida que o tempo de
processamento no ultrassom aumentava, a amostra US15 aumentou o consumo de
sacarose em 19%. O ultrassom também promoveu uma maior producdo de acidos
glucdnico, propidnico e isobutirico nas kombuchas US7 e US15. A concentragéo de
acido glucénico aumentou continuamente até um maximo de 6,74 g/L no 12° dia da
F2 na kombucha US15, em comparacédo com 4,17 g/L na amostra nao tratada. Houve
também mudancas notaveis no perfil de compostos bioativos, a atividade antioxidante
foi maior nas amostras processadas assim como o teor de compostos fendlicos e de
vitamina C. O teor de etanol permaneceu abaixo de 0,5 g/L para as kombuchas
processadas, atingindo o maximo de 0,46 g/L para a kombucha US7 e 0,25 g/L na
US15 apo6s 28 dias de armazenamento refrigerado. O processamento ultrassonico,
quando combinado a fermentagdao, pode causar atenuagdo da microbiota e
modificagdes nas fibras de celulose, modulando a atividade metabdlica do consorcio

da kombucha. Os resultados deste estudo auxiliam no desenvolvimento de bebidas



com maior potencial bioativo e contribuem para a otimizagdo do processo de

fermentacdo da kombucha.

Palavras-chaves: kombucha; ultrassom de alta intensidade; SCOBY:; atividade

antioxidante; acidos organicos



ABSTRACT

Kombucha is a fermented beverage of Chinese origin, traditionally prepared from
green tea and a symbiotic consortium of bacteria and yeasts (SCOBY). It is widely
known for its health benefits, as its composition is rich in phenolic compounds,
antioxidants, and organic acids. In this study, the effects of ultrasonic processing on
metabolic responses during the fermentation of mango-flavored kombucha were
evaluated. Three kombucha samples were prepared: Control, US7, and US15. They
were obtained by infusing dried Camellia sinensis leaves in hot water, followed by the
addition of 3% sucrose (w/v), 20% previously fermented tea (v/v), and 1% SCOBY
(w/v). The Control sample was not subjected to ultrasound treatment, while the US7
and US15 samples underwent ultrasonic processing at 19 kHz with an energy intensity
of 113 W/cm?for 7 and 15 minutes, respectively. The first fermentation (F1) was carried
out over 9 days. After removing the symbiotic consortium, a second fermentation (F2)
was initiated by adding mango juice and continued for 48 hours. The results revealed
significant differences in sugar consumption kinetics among the processed
kombuchas. During F1, sucrose consumption was higher in the Control sample
compared to the ultrasonically treated ones. However, during F2, ultrasonic processing
increased sucrose consumption rates in proportion to the ultrasound exposure time,
with the US15 sample showing a 19% increase in sucrose consumption. Ultrasound
also promoted greater production of gluconic, propionic, and isobutyric acids in the
US7 and US15 kombuchas. Gluconic acid concentration increased continuously,
reaching a maximum of 6.74 g/L on the 12th day of F2 in the US15 sample, compared
to 4.17 g/L in the untreated sample. Notable changes were also observed in the
bioactive compound profile: the processed samples showed higher antioxidant activity,
as well as increased levels of phenolic compounds and vitamin C. Ethanol content
remained below 0.5 g/L in the processed kombuchas, reaching a maximum of 0.46 g/L
in US7 and 0.25 g/L in US15 after 28 days of refrigerated storage. Ultrasonic
processing, when combined with fermentation, can attenuate the microbiota and
modify cellulose fibers, thereby modulating the metabolic activity of the kombucha
consortium. The findings of this study contribute to the development of beverages with
greater bioactive potential and support the optimization of the kombucha fermentation

process.



Keywords: kombucha, SCOBY, high-intensity ultrasound; antioxidant activity; organic

acids.
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1 INTRODUGAO

Kombucha é uma bebida doce, fermentada de origem chinesa, tipicamente
produzida a base de cha verde e/ou cha preto. O consumo da kombucha tem sido
relacionado a inumeros beneficios a saude, incluindo atividade probidtica,
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria (Zhao et al., 2025). Os principais
compostos com propriedades bioativas presentes na bebida sdo os compostos
fendlicos, com atividade antioxidante, &cido glucdnico, com propriedade
desintoxicante e acido latico com agéo antimicrobiana (Hou et al., 2021; Mohd Ariff et
al., 2023).

A kombucha é produzida ao longo de 7 a 10 dias, pela fermentac&o de cha
com adicdo de agucar, utilizando a associagao de bactérias e leveduras inseridas em
uma rede de celulose, chamada SCOBY (Symbiotic Colony of Bacteria and Yeasts). A
kombucha é rica em acidos organicos e didxido de carbono, o que confere a bebida
um sabor levemente acido e levemente carbonatado (Leal et al., 2018). Durante o
estagio inicial da fermentagéo, leveduras convertem o agucar em etanol e COZ2.

Posteriormente, bactérias convertem glicose e etanol em acidos organicos.

A composi¢ao quimica da kombucha depende do tempo de fermentagao,
do substrato utilizado, da concentragdo de acgucar e da temperatura. Diversos
substratos podem ser utilizados para a produ¢cado da kombucha, incluindo o cha verde
(Camellia sinensis), que é rico em flavonoides, vitaminas e outros compostos. A
sacarose é a fonte de carbono mais popular na fermentacdo da kombucha, sendo
geralmente adicionado de 5% a 15% (p/v) (Wang et al., 2022). A otimizacado dos
parametros € crucial para oferecer uma bebida que atenda a demanda dos

consumidores por uma bebida saudavel.

A utilizagdo de tecnologias nao-térmicas, como ultrassom, na industria
alimenticia vem despertando o interesse devido a procura por alimentos com alta
qualidade que preservam suas caracteristicas iniciais. O objetivo do processamento
ultrassbnico para a extragdo de compostos bioativos é substituir tecnologias
tradicionais de extracao devido a sua baixa taxa de transferéncia de massas, baixo
custo e eficiéncia (Wang et al., 2023). A fermentagao aliada ao ultrassom estimula o
crescimento, a proliferacdo e atividade metabdlica de bactérias e leveduras,
melhorando a eficiéncia do processo, o rendimento e a qualidade dos produtos
(Umego et al., 2021).
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Atualmente, muitos estudos vém explorando novas alternativas de
substratos e processamento, a fim de aprimorar sabor, aroma e propriedades
funcionais da kombucha (Baek et al., 2025; De Fatima D. Linhares et al., 2025; Ditrych
et al., 2025). A saborizagao através de sucos de frutas, por exemplo, € uma alternativa
de ampliar e diversificar as caracteristicas bioativas e sensoriais da bebida (Silva
Junior et al., 2021). A manga (Mangifera indica L.) € uma fruta tropical, conhecida por
seu sabor e por ser rica em vitaminas A e C e potassio, se tornando uma alternativa
interessante para a saborizagdo da kombucha (Ramirez-Brewer; Quintana-Martinez;
Garcia-Zapateiro, 2025).

Embora algumas pesquisas ja tenham analisado o processo de
fermentagao auxiliado pelo ultrassom (Hao et al., 2024; Nikoli¢ et al., 2010; Shokri et
al., 2021), ainda ha necessidade de avaliar seus efeitos em alimentos como a
kombucha, que possui uma variedade de microrganismo e compostos bioativos.
Dessa forma esse estudo busca analisar os efeitos do ultrassom sobre o consorcio

simbidtico e composigao quimica da kombucha.
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2 OBJETIVOS
2.10bjetivo geral
Avaliar a influéncia do processamento por ultrassom na fermentacdo e

composi¢cao da kombucha tradicional saborizada com suco de manga.

2.2 Objetivos especificos
-Analisar as mudangas morfolégicas do SCOBY ao processamento

ultrassoénico;

- Avaliar o pH, a producdo de acidos organicos, etanol e consumo de

acucares durante a fermentacgao;

- Verificar a concentracdo dos compostos fendlicos totais durante a

fermentacao;

-Avaliar a atividade antioxidante da kombucha durante a fermentacéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Alimentos e bebidas funcionais

Nas ultimas décadas o conceito de alimento tem evoluido de forma
significativa. Nado apenas mais um sinénimo de fonte de energia, mas também um
instrumento de prevencéo de doengas e promogéao de saude fisica e mental (Vignesh
et al., 2024a; Ye; Georges; Selomulya, 2018).

Nesse contexto, os alimentos e bebidas funcionais tém despertado
interesse global por seu valor nutricional e pela presenga de constituintes essenciais
para processos fisiolégicos (Essa et al., 2023). O termo “alimento funcional” foi
introduzido pela primeira vez no Japao, na década de 1980, e desde entdo se
espalhou pelo mundo. No entanto, apesar de ja possuir regulamentagao em diversos
paises, as definicbes e significados exatos desse termo ainda nao estdo claros
(Granato et al., 2020; Ye; Georges; Selomulya, 2018).

Alimentos e bebidas funcionais sdo promovidos como produtos que
proporcionam beneficios a saude, contribuindo para o bem-estar e ajudando a reduzir
o risco de doencgas (Barauskaite et al., 2018). Entre os principais tipos de alimentos
funcionais, destacam-se os probidticos, prebidticos e simbidticos (Damian et al.,
2022).

Esses produtos possuem uma composicdo diversificada de compostos
bioativos como vitaminas, minerais, acidos graxos essenciais e antioxidantes, no qual,
Ihes conferem propriedades funcionais que vao além do seu valor nutritivo,

diferenciando-os de muitos alimentos convencionais (Vignesh et al., 2024b).

Alimentos fermentados sdo cada vez mais reconhecidos por suas
propriedades funcionais. Propriedades que vao além da preservacao e de atributos
sensoriais, € que conferem a esses alimentos um potencial de promog¢ao da saude
(Marco et al., 2017).

Alimentos funcionais sao alimentos consumidos no dia a dia, devem possuir
componentes naturais e simples que atendam as mudancgas de preferéncias dos
consumidores (Jayabalan; Waisundara, 2019). A maioria das fermentagdes
tradicionais sdo conhecidas por serem bastantes simples, pois geralmente requerem

poucos ingredientes com preparo e processamento minimo (Marco et al., 2017)
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Atualmente, o setor de bebidas funcionais € um dos seguimentos que mais
crescem na industria de bebida. Nesse contexto, a kombucha, uma bebida
fermentada, ganhou popularidade nos ultimos anos devido aos seus beneficios a
saude (Jayabalan; Waisundara, 2019). A bebida ja consumida ha milhares de anos no

Oriente, se tornou popular no mundo pelo sabor, aroma e facilidade de preparo.

3.2 Kombucha

Kombucha é uma bebida fermentada com sabor levemente doce e acido,
tipicamente produzida a partir de cha verde ou cha preto (Camellia sinensis). A
kombucha é originaria do nordeste da China e da Coreia, mas logo foi introduzida em
paises como Japao e Russia, por onde se espalhou para toda a Europa e norte da
Africa (Wang et al., 2022). Atualmente tem producdo mundial e é comercialmente

produzida com diferentes sabores.

A kombucha é produzida pela fermentacdo de cha adogado com uma
cultura simbidtica de bactérias e leveduras inseridas em uma rede de celulose, que
formam um biofilme chamado SCOBY. Em um periodo de 7 a 10 dias, esse consorcio
simbidtico é capaz de converter o cha agucarado em uma bebida levemente

carbonatada, levemente 4cida e refrescante (Jayabalan; Waisundara, 2019).

Durante a fermentagao, esse biofilme rico em microrganismos flutua na
superficie, formando uma camada espessa na interface liquido-ar. Onde surgem
condi¢des favoraveis para interagées microbianas e metabolismo cooperativo (Savary
et al., 2021). No inicio da fermentacgéao, leveduras decompdem a sacarose em glicose
e frutose, produzindo em seguida dioxido de carbono e etanol. Enquanto, bactérias
acéticas transformam o etanol em acido acético. Além do acido acético, outros acidos
também tém produgado notavel, como o glucdnico, o latico, o malico, o citrico e 0
tartarico (Coelho et al., 2020; Neffe-Skocinska et al., 2017).

Composicao quimica e caracteristicas sensoriais dependem das condicdes
de fermentacdo, como tempo, temperatura, pH, concentracdo e tipo de substrato
utilizado (Mendonga et al., 2023). Alteragbes nesses fatores podem afetar o produto.
A kombucha, contém uma grande variedade de compostos quimicos, incluindo os
polifendis, agucares, etanol, aminoacidos, minerais, vitaminas e enzimas hidroliticas
(Kapp; Sumner, 2019).
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Muitos dos compostos da kombucha derivam principalmente do cha (C.
sinensis), incluindo os minerais (potassio, manganés), vitaminas (B, C e E), assim
como outros compostos presentes no substrato (Bortolomedi; Paglarini; Brod, 2022).
Com destaque para os compostos fendlicos, que representam o principal grupo de
antioxidantes presentes na kombucha, e no qual sdo responsaveis por alguns dos

beneficios da bebida a saude (Cardoso et al., 2020).

3.3 Consoércio microbiano de bactérias e leveduras (SCOBY)

A comunidade microbiana do SCOBY é diversa, podendo ser amplamente
selecionada por fatores ambientais de onde a fermentagdo estd sendo conduzida
(Kahraman-llikkan, 2023; Marsh et al., 2014). Origem, clima, localizagao geografica e
meio utilizado na fermentagdo, sdo alguns dos fatores que podem influenciar sua
composi¢cao (Kahraman-llikkan, 2023; Reva et al., 2015). Porém, a microbiota
caracteristica da kombucha é composta principalmente por bactérias acéticas,

leveduras e em menor grau, bactérias acido laticas (Villarreal-Soto et al., 2020).

Entre as bactérias presentes na kombucha, predominam as produtoras de
acido aceético e acido gluconico, pertencentes aos géneros Acetobacter e
Gluconobacter. Komagataeibacter xylinus (anteriormente Acetobacter xylinum) é
capaz de produzir celulose e formar biofilmes a partir da glicose e da frutose, além
disso pode estar envolvida no sabor doce e frutado da kombucha (Meng et al., 2024).
Gluconobacter esta envolvida na producao de acido D-sacarico-1,4-lactona (DSL), um
componente derivado do acido D-glucarico, responsavel por prevenir a formagéo de
compostos toxicos no figado (Jayabalan et al., 2014). Bactérias acido lacticas, como
Leuconostoc, Bifidobacterium, Enterococcus e Lactobacillus também podem ser

encontradas, porém em menor ocorréncia (Coton et al., 2017).

Uma variedade de espécies de leveduras pode ser encontrada na
kombucha. Alguns estudos indicam a presenga de géneros como
Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Brettanomyces e Starmerella (Gaggia et al.,
2019; Harrison; Curtin, 2021; Villarreal-Soto et al., 2020). Segundo Watawana et al.
(2015), Zygossacchoromyces é o género de bactérias mais abundantes no SCOBY,
com uma prevaléncia de até 80%. As leveduras tém um papel crucial na formacao de

etanol e CO2, dois dos principais produtos da fermentagdo da kombucha (Savary et
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al., 2021). A Figura 1 esquematiza as principais atividades metabdlicas durante a

fermentacdo da kombucha.

Figura 1 - Atividade metabdlica na fermentagao da kombucha.
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Fonte: Adaptado de Coelho et al (2020)

Ao longo da fermentagéo, o crescimento do consorcio microbiano induz a
formacao de um biofilme mais expresso devido ao aumento de camadas na superficie.
Inicialmente, bactérias que sintetizam a celulose ficam na superficie do SCOBY,
permitindo o suprimento de oxigénio suficiente para seu desenvolvimento. Enquanto
leveduras se alojam na parte inferior do biofilme, protegidas do oxigénio e realizando

a fermentacao anaerdbica (Coelho et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2018).

3.4 Ultrassom e sua aplicagao no processo fermentativo

O ultrassom é uma tecnologia cada vez mais usada na industria alimenticia,
sendo aplicada para aprimorar varios processos e se tornando extremamente
promissora no setor de processamento (Barros et al., 2024; Decker et al., 2024;
Guimaraes et al., 2021). Essa tecnologia envolve ondas sonoras de alta frequéncia

que agitam particulas de uma solugéo.

As ondas sonoras, geralmente acima da faixa de audigdo humana (maiores
que 20 kHz), induzem a cavitagdo acustica. Quando as ondas ultrassénicas sao
propagadas através de meios liquidos, geram ciclos alternados de compressao e

descompressao, o que produz bolhas microscépicas de gas e vapor no liquido
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(Bhargava et al., 2021). Durante a descompressao essas bolhas tendem a crescer, e
entdo colapsam violentamente na fase de compressao, o que produz uma grande

quantidade de energia. Esse processo de geragao, expansao e implosao de bolhas

Figura 2 - Fendbmeno de cavitagdo acustica.
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Fonte: adaptado de Guimaraes et al (2019)

O ultrassom é considerado uma tecnologia promissora na industria de
alimentos por ser econdmica, sustentavel, de facil operacéo e instalagao (Carneiro;
Pimentel, 2025). Atualmente, seu emprego nesse setor ressalta seu potencial para
aprimorar processos biotecnoldgicos, como fermentagdo, extragdo, biocatélise e
descarte de residuos (Pawar; Rathod, 2020).

O uso do ultrassom no processo fermentativo vem ganhando destaque,
atualmente é empregado para melhorar a eficiéncia do processo. Quando integrado
com a fermentacao, o ultrassom melhora significativamente a liberagcdo de compostos
bioativos, como fendlicos e flavonoides, além de faciltar a mistura e a
homogeneiza¢gédo do meio, melhorando a difusdo de nutrientes e gases (Zhang et al.,
2025).

A aplicacdo do ultrassom em niveis apropriados de frequéncia pode

melhorar a produtividade de bactérias e leveduras (He et al., 2021; Racioppo et al.,
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2017). A fermentagédo microbiana com a aplicagao de ultrassom pode ter efeitos sobre
o metabolismo e permeabilidade celular, melhorando a atividade enzimatica, a
biossintese de metabdlitos e as taxas de crescimento celular (Dai et al., 2023). Dessa
forma séo preferiveis niveis de frequéncia mais baixos (entre 20 e 100 kHz) para o
aprimoramento de sistemas microbianos, enquanto niveis de frequéncia mais altos

(acima de 100 kHz) podem causar a ruptura celular (Pawar; Rathod, 2020).

Nesse contexto, alguns estudos ja fazem o uso de ultrassom de alta
intensidade para o processamento de alimentos, principalmente na fermentagao, para
melhorar o desempenho de microrganismo e a qualidade do produto (Al Daccache et
al., 2020a; Chen et al., 2023a; Yang et al., 2024). Wang et al. (2023) estudaram o
efeito do ultrassom na otimizacdo do processo de fermentacdo da kombucha, os
resultados indicaram que o processamento teve efeitos positivos na liberagdo de

compostos volateis e no tempo de fermentagao, acelerando o processo.

Diante disso, o estudo dos efeitos do ultrassom na fermentacdo da
kombucha é essencial para entender os impactos dessa tecnologia na produgao de
alimentos com potencial funcional, que tragam beneficios a saude do consumidor e

promovam impactos econdmicos e sociais de maneira positiva.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1Preparacao do cha fermentado

Para a preparacao do cha, folhas secas de Camelia sinenses, na proporgcao
de 1% (p/v), foram infusionadas por 15 minutos em agua potavel a 95 °C, contendo
acucar cristal 3% (p/v). Apos o periodo de infusdo, o cha foi filtrado e deixado para

esfriar até atingir temperatura de 25 °C.

O inicio da fermentagao ocorreu pela adigdo de uma cultura starter SCOBY,
obtida pela doagcdo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza-CE. A partir da fermentacdo do cha verde adogado
(Camellia sinensis), com o SCOBY e cha verde previamente fermentado (20%, v/v)
foram obtidos novos SCOBYS.

Para a preparacdo da bebida, 200 mL de cha verde adocado foram
inoculados com 20% (v/v) de cha fermentado e 1% (p/v) de SCOBY.

4.2 Processamento ultrass6nico da kombucha

Trés amostras da kombucha foram preparadas: Controle, US7 e US15.
Controle consistiu na bebida sem processamento ultrassénico. Enquanto, US7 e US15
foram as amostras de kombucha submetidas a processamento durante 7 minutos e

15 minutos, respectivamente.

Um disruptor de células ultrassénico 500 W (Unique ® DES500, S&o Paulo,
Brasil) com macro ponta de titdnio de 13 mm de didmetro foi utilizado para o
processamento da kombucha. O tratamento foi realizado a uma frequéncia constante

de 19 kHz e com intensidade de energia ultrassénica dissipada pela ponta de titanio
de 113 W/cm?2.

A mistura de cha verde, agucar, cha fermentado e SCOBY foi colocada em
um béquer estéril de 400 mL sem controle de temperatura. As amostras da kombucha
foram processadas submergindo a macro sonda de titdnio no liquido a uma
profundidade de 1,5 cm. O tempo de processamento foi ajustado de acordo com
estudos preliminares, a fim de limitar a degradagdo de compostos e manter a

aparéncia das amostras frescas.

A fermentacdo ocorreu em recipientes plasticos estéreis, devidamente

identificados, a uma temperatura de 28 + 2 °C, durante 9 dias (F1). Nesse periodo, pH
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e solidos soluveis totais foram monitorados a cada 48 h, aliquotas também foram
centrifugadas e armazenadas para analises de agucares e acidos organicos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.3 Saborizagao da kombucha

No 9° dia da fermentacéo (F1), o SCOBY foi retirado e o cha fermentado foi
filtrado. Uma segunda fermentacéo (F2) foi iniciada com a adigao de polpa de manga
as amostras Controle, US7 e US15.

A polpa de manga utilizada neste estudo foi adquirida em comércio local
(Fortaleza-CE). A saborizacéo foi feita pela adicao de 7 % (v/v) de polpa de manga
sem aguas as bebidas fermentadas (Controle, US7 e US15). As amostras foram entéao
incubadas a 28 + 2 °C por 48 h, posteriormente foram envasadas e armazenadas sob
refrigeragao (4 £ 2 °C) por 28 dias. A cada 7 dias foram coletadas amostras para a
realizacado das analises do pH, sdélidos soluveis totais, agucares, acidos organicos e

compostos bioativos. A Figura 1 mostra todo o processo de obtengao das bebidas.

Figura 3 - Esquema de producao da kombucha.
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4.4 Analises fisico-quimicas
4.4.1 Potencial hidrogeniénico (pH) e sdélidos soluveis totais

O pH foi mensurado usando um potencidmetro (MS Tecnopon®, modelo
mPA 210, Piracicaba, Brasil) calibrado a cada utilizagdo com solu¢des tampao de pH
4,0 e pH 7,0. Valores de sdlidos soluveis totais (SST), expressos em Brix°, foram
medidos utilizando um refratdmetro digital portatil (HI 96801, Hanna Instruments Inc,
Woonsocket, RI, USA). O equipamento foi calibrado com agua destilada e as leituras

realizadas em triplicata.

4.4.2 Determinagao de agucares, acidos organicos e etanol

Os agucares, acidos organicos e etanol presentes na kombucha foram
identificados pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High
performance liquid chromatography) em um sistema Infinity 1260 (Agilent®). Glicose,
frutose, sacarose e etanol foram detectados por um detector de indice de refragao (IR)
a 35 °C. A separagao foi realizada utilizando uma coluna de calcio Supelco (300 x 7,8

mm) a 80 °C. Agua ultrapura foi a fase mével (0,5 mL/min).

A quantificagdo de acidos organicos foi realizada por HPLC equipado com
um detector UV-DAD a 210 nm. Uma coluna Aminex BIORAD HPX-87H (300 x 7,8
mm) foi utilizada para separar os compostos a 65 °C. A fase mével foi acido sulfurico
5 mM a 0,4 mL/min. Acido ascérbico, acido acético, acido latico, acido propidnico,
acido butirico e acido isobutirico foram identificados com base na altura relativa do

pico de cada composto.

4.2.3 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados utilizando a metodologia
Folin-Ciocalteu (Folin; Ciocalteu, 1927), modificada de acordo com Almeida et al.,
(2015). A analise foi realizada pela mistura de 10 yL da amostra diluida (1:10) com
200 pL de reagente Folin-Ciocalteu, em microplaca de 96 pogos. A mistura foi deixada
para reagir durante 3 minutos no escuro. A reagao foi entdo interrompida com 100 pL
de carbonato de calcio 20% (p/v). A leitura foi realizada a 765 nm em
espectrofotdmetro de leitor Elisa (Biotek Epoch, Winooski, VT, EUA) usando software
Gen 5 1.10. Os resultados foram calculados a partir de uma curva de calibragao de
acido galico, onde os valores foram expressos em mg de acido galico equivalente
(EAG) por 100mL da bebida.
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4.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi mensurada utilizando os métodos ABTS e
FRAP. A determinagao da atividade antioxidante total utilizando o método ABTS ocorre
entre os antioxidantes presentes na amostra e o radical livre ABTS™ (acido 2,2'-
azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico e persulfato de potassio 140 mM) (Fonteles
et al., 2017). A solugao foi obtida através da mistura de 5000 uL da solugao estoque
de ABTS 7 mM e 88 L de persulfato de potassio 140 mM, deixando-os reagir durante
16 horas a 20 °C no escuro. O radical foi diluido em etanol até atingir uma absorbancia
de 0,700 £ 0,020 a 734 nm. Uma aliquota de 30 yL de amostra diluida (1:20) foi mistura
com 3000 pL de radical ABTS e apds 6 minutos de reacdo no escuro, a leitura foi
realizada a 724 nm. Para a determinagao dos resultados foi utilizado uma curva de

calibragéo e os resultados foram expressos em mg/mL da bebida.

Ja o método FRAP baseia-se na transferéncia de elétrons, medindo a
capacidade da amostra em reduzir o ion férrico (Fe3*) em ion ferroso (Fe?*) (Benzie;
Strain, 1996). A solugao de trabalho foi preparada no momento da analise, pela
mistura de 2500 pL de tampao acetato 300 mM, pH 3,6, 250 uL de solugao TPTZ (2,
4, 6-tripiridil-s-triazina) 10 mM em 40 mM de HCI e 250 uL de cloreto férrico 20 mM.
Amostras de 15 pL foram colocadas para reagir com 250 pL de solugdo FRAP por 30
minutos no escuro. As leituras foram feitas a 593 nm em espectrofotdmetro de leitor
Elisa (Biotek Epoch, Winooski, VT, EUA) usando software Gen 5 1.10. Uma curva
padrao de acido ascorbico foi preparada, e os resultados foram expressos em mg de

vitamina C equivalente (E)/100 mL de amostra.

4.5 Anadlise microscopica
4.3.1 Microscopia de luz

Ap0Gs o processamento com ultrassom, pequenos fragmentos de SCOBY e
células precipitadas do cha fermentado foram fixadas por 4h em uma solugcédo aquosa
de glutaraldeido (2,5%) e formaldeido (4,0%) recém preparado em tampao cacodilato
(0,05 M, pH 7,2). Etanol foi usado para desidratar o material, logo apds, foram
embebidas em Historesin (Leica Historesin, Germany). As amostras foram cortadas
usando um micrétomo Leica (RM2255-Leica, Germany). As finas secgbes foram
colorias com azul de toluidina (1%, pH 4,0). Microfotografias da estrutura celular foram
obtidas utilizando um microscopio 6ptico Eclipse 80i (Nikon, Japao) com sistema de

captura de imagens.
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4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras fixadas com tampao glutaraldeido e formaldeido foram pos-
fixadas por uma hora em uma temperatura de 20 °C com tetréxido de ésmio (1%) com
tampéo cacodilato (pH 7,2) e desidratadas com acetona. A acetona foi parcialmente
removida com um papel absorvente e as amostras foram fixadas em um porta-
amostras (stubs) com fita condutiva de carbono. Logo apéds, o material foi secado em
temperatura de 20 °C, pulverizado com ouro 10nm (QuorumQ150TES) e observadas

com um microscopio eletrénico de varredura (Inspect F50-FEI/Quanta 450 FEG-FEI)

4.6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram
apresentados como médias com desvio padrao. O teste t-Student foi utilizado para
comparar as meédias, utilizando o software Statistica (versao 11.0, StatSoft, Hamburgo,

Alemanha). A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Efeitos do ultrassom nos perfis de agucares e acidos organicos durante a
fermentagao da kombucha
A concentragéo inicial de sacarose na kombucha foi 45 + 2 g/L emtodos os
experimentos. O uso do ultrassom como pré-tratamento ndo causou a hidrélise da

sacarose.

Figura 4 - Perfis de agucar da fermentagdo da kombucha com e sem processamento
ultrassbénico durante 12 dias de incubagéo a 28 °C: (a) Amostra Controle; (b) US7 —
processamento de 7 minutos (113 W/cm?) e (c) US15 — processamento de 15 minutos

(113 W/cm?). Os resultados foram expressos como valores médios com desvio padrio
(n=3).
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Fonte: elaborado pela autora

Foram observadas diferengas na cinética de consumo de agucar nas
kombuchas processadas com ultrassom. O consumo de sacarose ao longo dos 9 dias
da primeira fermentacdo (F1) foi maior no controle do que nas kombuchas
processadas (Fig. 4). No nono dia de fermentagcdo, foi observada a elevagdo na

concentracdo de acgucares devido a adicdo da polpa de manga. Ja na segunda
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fermentagao (F2- 2 dias), o consumo de sacarose aumentou a medida que o tempo
de processamento aumentava, assim o ultrassom pode ter influenciado as taxas de
consumo da sacarose, aumentando o consumo de agucar pelos microrganismos.
Alguns estudos ja relataram que um dos provaveis impactos do ultrassom € a melhora
do consumo do substrato (Al Daccache et al., 2020b; Chen et al., 2023b). Com o
aumento da transferéncia de massas através da membrana celular, ha também uma
alteracdo na conformacdo enzimatica, alterando a afinidade entre enzimas e
substrato, o que pode ter resultado em um maior consumo da sacarose, por exemplo,
nas amostras processadas no ultrassom (Pagnossa et al., 2020). O processamento
com ultrassom aumentou o consumo de sacarose em 19% na amostra processada
durante 15 minutos (US15), o que resultou em niveis mais baixos de agucar total entre

as amostras apés os 12 dias de fermentagéo.

Como esperado, em todas as kombuchas a concentracdo de sacarose
diminuiu durante a fermentagédo, enquanto as concentragbes de glicose e frutose
aumentaram (Fig. 2). A frutose apresentou menor concentragcdo que a glicose em
todas as amostras, apesar de que durante a hidrélise da sacarose a liberagdo de
glicose e frutose sejam iguais. Neffe-Skocinska et al (2017) em seu estudo sobre
otimizacao do processo fermentativo da kombucha, correlacionaram o maior consumo
da frutose ao aumento rapido na contagem de leveduras em kombuchas fermentadas
durante 10 dias a 25 °C. Outros estudos também ja relataram a preferéncia de géneros
especificos de Zygosaccharomyces pela frutose para a produgao de etanol (Jayabalan
et al., 2014). Dessa forma, os resultados encontrados nesse estudo sugerem que a
microbiota presente nas kombuchas produzidas apresentam microrganismos com
preferéncia pela frutose em relagao glicose, devido ao maior consumo desse agucar

entre todas as amostras.

A fermentagdo estimulada por ultrassom pode levar ao aumento da
permeabilizagdo de membranas através da formagado de poros reversiveis nas
membranas celulares e a um aumento da transferéncia de massas (Wang et al., 2019).
Com o aumento da permeabilidade da membrana microbiana ha o transporte de
nutrientes essenciais, como vitaminas, nucleotideos, aminoacidos e enzimas, que

podem estimular o crescimento de microrganismos (Ojha et al., 2017).

O ultrassom ainda pode induzir o crescimento seletivo da microbiota da

kombucha, favorecendo alguns microrganismos em detrimento de outros. Dessa
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forma, a composi¢cao microbiana pode determinar os metabdlitos da fermentacao.
Zygosaccharomyces fermenta a frutose mais rapidamente em etanol e CO2 do que a
glicose. Em comparagao, cepas de Acetobacter xylinum, convertem a glicose antes
da frutose (Sievers et al., 1995). A metabolizagdo da frutose antes da glicose
observada nesse estudo pode estar relacionada as vias metabdlicas da microbiota

presente na kombucha e a fonte de carbono disponivel.

Sacarose e a glicose nao foram totalmente metabolizadas até o fim da
fermentacdo (Fig.4). Além de aspectos sensoriais, 0s agucares residuais também
impactam no metabolismo e na qualidade da kombucha durante o armazenamento.
Algumas leveduras continuam fermentando em condi¢gbes aerdbicas na presenca de
quantidades suficientes de acgucares. Esse fendbmeno é chamando de efeito
“Crabtree”, que descreve a competicdo metabdlica entre o metabolismo respiratorio e
o metabolismo aerdbico da glicose, observado em altas concentragcées de glicose
(Bishop et al., 2022; Panikov, 2011).

Enquanto leveduras metabolizam glicose e frutose em etanol e dioxido de
carbono, bactérias acéticas (BAA) convertem o etanol em acido acético. A produgéo
de &cido acético, estimula as leveduras a produzirem mais etanol. Acido latico e acido
acético foram os principais acidos produzidos durante a fermentagdo das trés
kombuchas (Controle, US7 e US15) (Fig. 5 a e b).
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Figura 5 - Acido acético (a); acido latico (b); acido glucénico (c); acido propiénico (d);

acido isobutirico (e) e concentracao de etanol (f) durante a fermentagcdo da kombucha

durante 12 dias de incubacdo a 28 °C. Controle: kombucha nao processada; US7 —

processadas por ultrassom durante 7 minutos a 113 W/cm? e US15 — processamento

por ultrassom durante 7 minutos a 113 W/cm?. Os resultados foram expressos com

valores médios com desvio padrao (n=3).
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Em relagdo aos niveis mais altos de acido latico produzido (Fig. 5b), ja foi

relatado que bactérias laticas (BAL) podem compor até 30% da populagado microbiana
da cultura SCOBY(Bogdan et al., 2018). Hooi et al. (2023) relatam kombuchas
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comerciais que eram predominantemente dominadas por bactérias laticas,
representadas principalmente por Bacillus coagulans e Lactobacillus nagelli. Além
disso, BAL podem ser mais prevalentes na kombucha do que se pensava antes,

principalmente nos estagios finais da fermentacéo (Marsh et al., 2014).

O acréscimo nos valores de acido latico (Fig.2b) sdo maiores no decido dia
da fermentacgéo, o que pode estar correlacionado com a adi¢do do suco de manga na
F2. Estudos anteriores relatam que o suco de manga pode ser um meio adequado
para o crescimento de bactérias laticas (Furtado et al., 2019; Liao et al., 2016). Dessa
forma a producao acentuada desse acido pode estar relacionada a composicdo da

polpa de manga e seus efeitos sobre as bactérias acido laticas.

Apesar das diferengas na composicdo microbiana, kombuchas possuem
vias metabdlicas envolvidas na biossintese de acido graxos de cadeia curta,
aminoacidos e vitamina B12 (Hooi et al., 2023). Neste estudo o aumento da produgéo
de acido latico ultrassom pode ter causado uma desoxigenagao na bebida, fornecendo

um ambiente anaerébico mais favoravel a produg¢ao de acido latico.

O processamento com ultrassom antes da fermentagao favoreceu a maior
produgao de acidos glucénico, propiénico e isobutirico nas kombuchas processadas

em comparagao a kombucha nao processada (Fig. 5c, d, e).

O acido glucbnico aumentou continuamente até atingir 6,74 g/L no dia 12
da segunda fermentacdo (F2) na kombucha US15, comparado aos 4,17 g/L da
amostra controle (Fig. 5¢). Os acidos glucénico e acético sdo importantes compostos
que contribuem para a qualidade sensorial da kombucha. O acido gluconico fornece
0 sabor azedo, enquanto o acido acético pode produzir um sabor adstringente e acido
desagradavel na bebida (Li et al., 2022). A glicose é metabolizada em acido glucénico,
que posteriormente pode ser convertido em acido glucurdnico pelas bactérias acéticas
(Tran et al., 2022). O figado é capaz de produzir naturalmente o acido glucurénico,
que atua capturando toxinas no corpo permitindo sua eliminagao na urina, por isso &
conhecido como um desintoxicante natural, além de ser um precursor da vitamina C
(Martinez-Leal; Ponce-Garcia; Escalante-Aburto, 2020). Os acidos produzidos
durante a fermentagao da kombucha ajudam a criar um ambiente intestinal favoravel

ao crescimento de bactérias benéficas. Esses acidos também tém potencial de inibir
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o crescimento de bactérias patogénicas, o que contribui para uma microbiota intestinal

mais saudavel (Sanwal et al., 2023).

As diferengas observadas nos perfis de etanol podem ser atribuidas a
atenuacgao ultrassénica de microrganismo produtores de etanol e variagbes na

concentracéo de agucares (Fig. 5f).

O ultrassom tem sido estudado como uma técnica com potencial de
melhorar a transferéncia de massa da glicose, etanol e didxido de carbono, reduzindo
a camada de difusdo nas superficies celulares (Permyakova et al., 2023; Soro et al.,
2021; Stobienia et al., 2020). Porém, Huezo; Shah; Michel, (2019) relataram que o
processamento direto e indireto com ultrassom impacta negativamente o desempenho
de Saccharomyces cerevisiae durante a fermentagdo, reduzindo a absorgao de

glicose, a producao de etanol, a densidade e viabilidade celular.

A Tabela 1 mostra os valores de pH durante a fermentagcdo. O pH da
kombucha se aproximou de 4 logo apos a inoculagdo. A adicao da kombucha
previamente fermentada reduziu o pH inicial, inibindo o crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Neste estudo ndo foi observado a

influéncia do ultrassom sobre o pH final da kombucha.

O Centro de Controle de Doengas da Columbia Britanica (BCCDC), no
Canada, produziu um documento com recomendacdes para o processo comercial de
fabricacdo da kombucha. De acordo com o documento, os niveis de pH ndo devem
ficar abaixo de 2,5 e os niveis de alcool ndo devem exceder 1% ou aumentar durante
a validade do produto(BC Centre For Disease Control, 2020) . No Brasil, a Instrugéo
Normativa n°® 41 de 17 de setembro de 2019 regulamenta o Padrdo de ldentidade e
Qualidade da Kombucha, em que estabelece a faixa de 2,5 a 4,2 para o pH e a
graduagao alcodlica da kombucha sem alcool (até 0,5% v/v) e com alcool (0,6 a 8%
v/v) (BRASIL, 2019).
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Tabela 1- pH e sdlidos soluveis totais das kombuchas durante a primeira fermentacao

(F1) e segunda fermentagéao (F2).

Fermentacgao - Amostra pH Sélidos soluveis

Dia totais (Brix°)
Controle 4,10 4,4

F1-Dia 0 us7 3,90 4,3
Us15 3,86 4.4
Controle 3,03 3,8

F1- Dia 9 us7 3,04 3,9
US15 3,05 3,8
Controle 2,98 3,5

F2 — Dia 12 us7 2,88 3,6
UsS15 2,79 3,7

Fonte: Elaborado pela autora

Os acidos e o etanol da kombucha variaram durante o periodo de
armazenamento refrigerado (Fig. 6), mostrando que os microrganismos ainda
continuaram ativos na fase tardia da fermentacdo. Kombuchas adocadas podem
passar por uma segunda fermentagdo anaerobica na embalagem, o que resulta no

aumento do teor alcodlico (Bishop et al., 2022).

Racioppo et al. (2017) avaliaram o efeito do ultrassom na atenuagao de
microrganismos dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium para evitar a pos-
acidificagao de bebidas probidticas. Os resultados mostraram que a técnica pode ser

usada para controlar e/ou modular a pés-acidificacao.

O teor de etanol ficou abaixo de 0,5 g/L nas kombuchas processadas com
ultrassom, com 0,46 g/L no US7 e 0,25 g/L no US15 apos 28 dias de armazenamento
refrigerado (Fig. 6b). Bebidas fermentadas como a kombucha podem conter baixos
niveis de etanol. Embora seja comercializado como nao alcodlico, seu teor de alcool
deve variar de acordo com as condi¢coes de fermentacdo e armazenamento. Caso
ultrapasse 0,5 %, isso pode impactar negativamente na percep¢cdo da kombucha

como bebida saudavel (Bishop et al., 2022).
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Figura 6 - Comparagado da composi¢ao de acidos organicos (%) (a) e concentragao
de etanol (g/L) (b) durante 28 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C. Controle:
kombucha n&o processada; US7 — processamento por ultrassom de 7 minutos a 113
W/cm?; US15 — processamento por ultrassom de 15 minutos a 113 W/cm?. Os

resultados foram expressos como valores médios com desvio padrao (n=3).
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Fonte: elaborado pela autora

Neste estudo, as kombuchas ndo pasteurizadas foram mantidas em
refrigeragdo acima 4 °C. O teor alcodlico das amostras processadas com ultrassom
aumentou (+ 30% - US7; 500% US15), enquanto diminuiu no controle (- 33%). (Fig.
6b). A nado pasteurizacdo ou filtracdo das kombuchas favorece a fermentacao
anaerobica dentro da embalagem, devido a presenga de biomassa nas bebidas,

aumentando o teor alcodlico (Coelho et al., 2020).

O ultrassom como pré-tratamento pode ter impacto positivo nas interacdes
microbiolégicas da kombucha. Durante o armazenamento, a kombucha n&o
processada metabolizou etanol em acido acético, enquanto kombuchas processadas
apresentaram um microambiente que favoreceu a fermentagao alcodlica. Além de
outras fontes de carbono, como glicose, sacarose e glicerol, microrganismos da
kombucha também podem utilizar o etanol para produzir celulose (Villarreal-Soto et
al., 2020). Durante os 28 dias de armazenamento, as kombuchas mantiveram o limite
de etanol em 0,5 g/L. Etanol e acido acético presentes na bebida podem atuar como
agentes antimicrobianos contra microrganismos patogénicos e deteriorantes (Mousavi
et al., 2020).
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5.2 Compostos fenolicos totais, acido ascorbico e atividade antioxidante

A Fig. 7 mostra a atividade antioxidante total (ABTS e FRAP), concentragao
de acido ascorbico e compostos fendlicos totais durante a fermentacao (Controle, US7
e US15) em 12 dias de incubacéao a 28 °C.

Figura 7 - Atividade antioxidante, vitamina C e compostos fendlicos das kombuchas

com e sem processamento incubadas durante 12 dias a 28 °C.
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Fonte: elaborado pela autora

A atividade antioxidante total (ABTS e FRAP) teve um aumento significativo
(p>0,05) nas kombuchas processadas por ultrassom em comparagdo com o controle
(Fig. 7 a e b). Contudo ha um decréscimo gradual na atividade antioxidante de todas
as amostras ao longo dos dias de fermentagdo. Compostos com alto potencial
antioxidante podem ser convertidos em compostos com menor capacidade de
neutralizar radicais livres, devido a alteracdes estruturais causadas pela acao

enzimatica microbiologica ao longo da fermentacao (Teixeira Oliveira et al., 2023).

O aumento no conteldo de acido ascorbico foi observado durante a

fermentagdo (Fig.7c). Vitamina C é reconhecida como a principal vitamina da
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kombucha, estando presente naturalmente nas folhas de cha verde (Antolak;
Piechota; Kucharska, 2021). Na kombucha, cepas de Gluconobacter podem sintetizar
vitamina C a partir do D-sorbitol, que é derivado do metabolismo da glicose (Antolak;
Piechota; Kucharska, 2021; Lonar et al., 2006).

A capacidade do ultrassom em extrair compostos através do rompimento
de estruturas complexas, como dos fendlicos, contribuiu para o aumento da
concentragao de compostos fendlicos na kombucha apés o tratamento (Fig. 7d) (Shen
et al., 2023). Embora tenha havido uma diminuicdo durante o periodo de fermentagao
o produto apresenta um elevado teor de compostos fendlicos totais. Os flavonoides,
especialmente as catequinas, sdo o grupo de compostos fendlicos mais presentes e
importantes da kombucha (Cardoso et al., 2020). Além desses, outros compostos
podem ser identificados em kombuchas feitas com cha verde, incluindo acido galico e
cafeina (Zhou et al., 2022).

Nesse estudo, houve uma correlagao positiva entre o teor de vitamina C e
atividade antioxidante (R= 0,99 e 0,98 US7; R=0.99 US15) (Tabela 2). Esses
resultados indicam que a vitamina C pode ser uma contribuinte para as propriedades
antioxidantes desde produto. Outros autores também ja relataram uma correlagao
positiva entre o teor de compostos fendlicos e de vitamina C com o potencial
antioxidante da kombucha (Jakubczyk et al., 2020; Mendonga et al., 2023).

Tabela 2 - Coeficiente de correlagdo de Pearson (R) entre a capacidade antioxidante,
vitamina C e compostos fendlicos totais (CFT) da kombucha sonicada e aromatizada
com polpa de manga.

Controle us7 uUS15

R CFT Vit.C R CFT Vit.C R CFT Vit.C
ABTS -0,07 -0,38 ABTS 0.54 0,98* ABTS 0.78 0,99

FRAP 0,48 0,18 FRAP 0.30 0,99° FRAP -0,37 -0,37

* significancia estatistica (p <0,05)

5.3 Estrutura morfolégica do SCOBY
A Figura 8 mostra as imagens obtidas por microscopia eletrénica de

varredura (MEV), com as estruturas das amostras processadas (US7 e US15) e néo
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processada (Controle), possibilitando a avaliagao da estrutura morfoldgica das fibras

de celulose e das células microbianas do SCOBY.

Figura 8 - Imagens do SCOBY obtidas por Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV).
(a) amostras nao processadas (Controle) 5000 x; (b) amostras nédo processadas
(Controle) 10000 x; (c) amostra processada US7 5000 x; (d) amostra processada US7
10000 x; (e) amostra US15 5000 x; (f) amostra processada US15 10000 x.

10
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A fermentacdo estimulada por ultrassom aumenta a permeabilizacdo da
membrana de celulose, o que pode alterar a difusdo de oxigénio no meio, favorecendo

0s organismos aerobicos. Além disso, o ultrassom libera grandes quantidades de



38

energia, que resultam em intensas forgas de cisalhamento na superficie dos tecidos,
0 que pode levar a formagao de canais microscopicos, perda da organizacgao tecidual

e distor¢ao nas estruturas celulares e fibrosas (Wang et al., 2019).

Os resultados mostraram que apds sonificacao a 19 kHz as superficies
celulares das amostras US7 e US15 apresentaram alteragdes (Fig. 6 ¢ e f), quando
comparadas as amostras ndo processadas (Fig. 6b). Os danos nas células podem
estar relacionados a cavitagdo gerada durante o processamento do ultrassom, que
pode causar micro danos na superficie celular. Wang et al. (2023) obtiveram
resultados semelhantes na aplicagao do processamento ultrassénico a 23 kHz durante
fermentacdo da kombucha. Essas alteragdes podem acelerar a liberacdo do conteudo
celular e liberar fatores promotores de crescimento, como vitaminas, nucleotideos,

aminoacidos e enzimas, que podem estimular o crescimento microbiano no SCOBY.

6 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou os efeitos do ultrassom de alta intensidade nos
perfis de agucares, etanol e acidos organicos durante 12 dias de fermentagéo e 28
dias de armazenamento refrigerado da kombucha sabor manga. O processamento por
ultrassom pode ter causado a atenuagao da microbiota da kombucha, alterando o

consumo de agucares e a producgéo de acidos e etanol.

Os resultados mostraram que de modo geral as amostras processadas com
ultrassom apresentaram boas concentragbes de acidos organicos, compostos
fendlicos e atividade antioxidante. Além disso, também apresentaram menores taxas
de producdo de etanol durante os 28 dias de armazenamento, ficando abaixo do
exigido pela legislagcao. Dessa forma, o ultrassom pode ser uma alternativa promissora

para otimizar a fermentagao da kombucha, aprimorando as caracteristicas da bebida.
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