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Biofilme celuldsico: Avaliacao da influéncia de chas e
fontes de carbono durante obtencao de kombucha

Cellulosic biofilm: Evaluation of the influence of teas
and carbon sources during kombucha production

RESUMO

O presente trabalho visou avaliar a utilizacdo de cha (7g/L) verde, branco, assim
como a mistura destes, acrescidos dos agucares (100 g/L) branco ou demerara,
como potenciais substratos na fermentacdo durante a obten¢do de kombucha com
consequente formagdo de biofilme celuldsico, através de fermentagdes em
Erlenmeyer de 250 mL com 200 mL dos meios e 10% (v/v) de indculo, incubadas a
289C, por 14 dias. Nos tempos 0, 7 e 14 dias os fermentados foram centrifugados a
4000 rpm por 15 minutos e avaliados em triplicata os sdlidos sollveis (2Brix) do
sobrenadante e o peso seco da biofilme celulésico (a 1002C por 48 horas). Os
resultados obtidos demonstraram que cha verde juntamente agucar branco
produziram 2,6 vezes mais biomassa que os outros cultivos com mesma fonte de
carbono, e quase 9 vezes mais que os cultivos que empregaram agucar demerara.

PALAVRAS-CHAVE: Celulose bacteriana. Camellia sinensis. Agucar branco. Agucar
demerara.

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the use of green, white (7g/L) tea, as well as
the mixture of these, white or raw sugars (100 g/L), as potential substrates in the
fermentation during obtaining kombucha beverage with consequent formation of
cellulosic biofilm by fermentation in Erlenmeyer 250 mL with 200 mL media and
10% (v/v) inoculum incubated at 289C for 14 days. At times 0,7 and 14 days the
fermented were centrifuged at 4000 rpm for 15 minutes and the soluble solids
(9Brix) of the supernatant were evaluated in triplicate and the dry weight of the
cellulosic biofilm (at 1002C for 48 hours). The results showed that green tea
together with white sugar produced 2.6 times more biomass than other crops with
the same carbon source, and almost 9 times more than the crops that used raw
sugar.

KEYWORDS: Bacterial cellulose. Camellia sinensis. White sugar. Raw sugar.
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INTRODUCAO

A kombucha é obtida por uma simbiose de leveduras e bactérias que
tradicionalmente fermenta os chas derivados da Camellia sinensis juntamente
de uma fonte de carbono (sacarose), obtendo dois componentes como produto:
a bebida gaseificada de sabor agridoce e uma pelicula celuldsica flutuante (CHEN
e LIU, 2000).

Os chas branco, verde, oolong e preto sdo os principais chas provenientes de
folhas e brotos da Camellia sinensis, diferindo entre si pela variacdo na colheita,
processamento e grau associado a oxidacdo de polifendis das folhas da planta
(UNACHUKWU et al,. 2010). Sendo o cha verde produzido a partir de folhas
frescas, as quais sdo apenas escaldadas e fervidas, ocorrendo uma rapida
inativacdo da enzima polifenol oxidase, o que mantém preservado seu teor de
polifendis e o torna mais rico em catequinas e compostos com atividades
funcionais. Ja o cha branco é produzido a partir das folhas novas e brotos, parte
mais nobre da planta, que sdo colhidos antes das flores se abrirem (CABRERA et
al., 2006; DUARTE e MENARIM, 2006).

No Brasil, os dois principais acucares fabricados industrialmente sdao o
acucar cristal branco e o demerara, sendo este ultimo submetido a um sistema
de clarificacdo menos eficiente, onde utiliza-se apenas leite de cal, deixando-o
envolto por uma pelicula aderente de mel. Para o agucar branco, além do leite
de cal, emprega-se também anidrido sulfuroso (MACHADO, 2012).

No consércio microbiano de kombucha os procariotos mais abundantes
pertencem a familia Acetobacteraceae, sendo a Gluconacetobacter xylinus
responsavel pela sintetizacdo da pelicula de celulose bacteriana que se deposita
na parte superior da fermentacdo como um metabdlito secundario de todo o
processo (LEAL et al., 2018). A celulose possui muitas propriedades Unicas, como
a alta resisténcia mecanica, alto teor de agua, alta cristalinidade e uma rede
nanofibril ultra-fina altamente pura, diferentemente da celulose vegetal
(BACKDAHL et al., 2006).

Dentre as vdrias aplicacdes biotecnolégicas da celulose bacteriana,
destacam-se 0 uso como estabilizante em emulsdes cosméticas, substituicao da
madeira na industria de papel, tratamento de ulceras na medicina e também
como pele artificial tempordria para tratamento de queimaduras (DONINI et al.,
2010). Desta forma, o presente trabalho visou avaliar a utilizacdo de cha verde,
cha branco, assim como a mistura deste, acrescidos dos aguUcares branco e
demerara, como potenciais substratos na fermentagdo durante a obtengao de
kombucha com formagdo de biofilme celuldsico.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DA CULTURA DE KOMBUCHA
Utilizou-se um consércio de fungos e bactérias de origem doméstica, cedida

a Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Toledo, por uma
produtora de kombucha caseira, da cidade de Santa Helena/PR.
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PREPARO DO INOCULO

Para obtencdo do inéculo Kombucha, a SCOBY foi cultivada por 14 dias a
282C em BOD, no meio constituido por cha preto (7 g/L) acrescido de agucar
cristal (100g/L).

PREPARO DOS MEIOS DE FERMENTAGCAO

Os meios de fermentacdo foram preparados conforme metodologia
adaptada de Malbasa et al (2006), utilizando (7 g/L) de diferentes chas derivados
da Camellia sinensis, sendo identificados como: cha verde, cha branco e suas
misturas. Os chas foram infundidos entre 10-15 minutos, acrescidos
subsequentemente das fontes de carbono, acgucar cristal ou branco, nas
concentragdes de 10% (m/v), enquanto ainda estavam quentes. os chas foram
arrefecidos até temperatura ambiente, para posterior inoculagdo de 10% (v/v)
do indculo obtido anteriormente.

As fermentagdes foram realizadas em BOD a 28 °C por 14 dias com
amostragens realizadas nos tempos inicial, 7 e 14 dias em triplicata. A
amostragem consistiu em centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos de todos os
conteudos resultantes das fermentacdes, a fim de separar a biomassa do
sobrenadante. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo dos sélidos
soluveis (2Brix).

ANALISE DE CRESCIMENTO E 2BRIX

Apds a separacdo do sobrenadante, lavou-se a biomassa com agua destilada
nas mesmas condicdes da centrifugacdo. Entdo, determinou-se a formacao de
biofilme, secando-o por 48 horas em estufa a 1009C até peso constante. Quanto
0 9Brix foi determinado com refratdmetro de bancada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A apresenta a formacdo de biofilme, enquanto a Figura 1B, a
variacdo de sélidos soltveis (2Brix) dos diferentes meios avaliados durante a
fermentacdo. Observa-se que o emprego do agucar branco independentemente
do tipo de cha avaliado propiciou maiores valores de massa de biofilme em
comparacdo aos valores obtidos durante o cultivo em acglcar demerara.
Verificou-se que o cultivo na presenca de cha verde propiciou ao final do
processo, uma producgao de 4,20 g de biomassa, sendo esta a maxima obtida em
comparacgdo as demais condicBes avaliadas (Fig. 1A), com consequente maxima
diminuicdo (23%) de sélidos soltveis (Fig. 1B). Observa-se ainda com relagdo ao
cultivo empregando-se como fonte de carbono, aglcar branco, formagdes de
1,36g e 1,88g de biofilme quando da utilizagdo dos chas branco e mistura (verde
+ branco), respectivamente. Com relagdo a redugdo de sélidos soluveis, verifica-
se nestas condig¢Oes valores entre 15,7% - 14,2% dos chas citados anteriormente.

Ainda com relagdo a Figura 1A, observa-se que durante o cultivo em agucar
demerara, ndo foi verificado o favorecimento da formacdo do biofilme em cha
verde, conforme observado no cultivo em aclcar branco. Naquela condicéo,
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verificou-se que chd branco foi o que propiciou maxima formacdo (0,68g) de
biofilme. Com relagdo a concentragdo de sdlidos soluveis (Fig. 1B), verificou-se
reducdo de no maximo 6 a 10% em relagdao a concentracao inicial.

Figura 1 —(A) Crescimento de biomassa resultante das fermentagdes de kombucha; (B)
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Fonte: Autoria Prépria.

Destaca-se ainda que os resultados obtidos nos cultivos que utilizaram cha
verde e aglcar demerara, demonstraram uma menor producdo de biomassa
(cerca de 16 vezes menor) quando comparado as anadlises realizadas com
mesmo meio de cultivo, porém com aclcar branco como fonte de carbono,
produzindo apenas 0,26 g ao final do processo (Fig. 1A), assim como um menor
consumo de sélidos soltveis (5,9%, Fig. 1B), valor este quase 4 vezes menor que
0 observado com acucar branco.

Assim, observou-se que nos cultivos realizados em aclcar demerara a
condicdo que propiciou maior crescimento foram os realizados em chd branco,
enquanto que nos cultivos realizados em agucar branco favoreceram-se os
cultivos em cha verde. Porém, de maneira geral, os maiores crescimentos
prevaleceram com agucar branco como fonte de carbono, sendo 5 vezes maior
que os valores de biomassa observados em agucar demerara, conforme
observado na Figura 2, que demonstra os crescimentos de biomassa no decorrer
dos 14 dias de fermentag¢dao com todos os meios de cultivo utilizados.
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Tal favorecimento dos meios contendo cha verde e acglcar branco para a
producdo de biofilme (celulose) pode ser explicada pela maior concentragdo de
cafeina no chd verde com relagdo ao cha branco, conforme reportado por
Unachukwo et al (2010), cafeina esta que possivelmente, pode estar atuando
como fonte de nitrogénio na fermentagdo. Com relagdo aos agucares, de acordo
com estudo de Igbal et al (2016), por passar por mais etapas de purificacdo que
0 acucar demerara, o agUcar cristal acaba tendo em média 95% menos teor de
cromo em sua composicdo. Esta purificacdo retira a camada de mel que envolve
os cristais de acucar demerara, fazendo com que o agucar cristal seja uma fonte
de carbono mais acessivel aos microorganismos (Machado, S. S. 2012).

Figura 2. Biomassa obtida pela fermentagao de kombucha em diferentes substratos,
sendo (A) cha verde e agucar branco; (B) chd branco e aglicar demerara e (C) cha verde e
acucar demerara.

Fonte: Autoria Prépria.

A Figura 2 apresenta a morfologia dos biofilmes obtidos em fungdo das
diferentes condig¢des avaliadas. A Figura 2A, mostra o biofilme produzido a partir
de aclcar branco e com os chds verde e branco, no qual verificou-se mesma
aparéncia, ou seja, biofilmes consistentes, de aparéncia regular e com maiores
massas. J& com relacdo ao cultivo realizado em aclcar demerara, tal
comportamento ndo foi observado, uma vez que os biofilmes apresentaram-se
inconsistente (Fig. 2B) e disforme (Fig. 2C) em funcdo do tipo de cha. De acordo
com Keshk e Sameshima (2005), a eficiéncia de producdo de celulose pela
bactéria G. xylinus reside na capacidade de sintetizar glicose a partir de
diferentes fontes de carbono, refletindo no indice de cristalinidade, no grau de
emaranhamento das microfibrilas, na capacidade de retencdo de agua e na
viscosidade da celulose. Dessa forma, o agUcar branco pode ter propicinado a
melhor formacdo de celulose, favorecendo um maior grau de emaranhamento
das microfibrilas, contrariamente do observado com agucar demerara.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as
condi¢cbes dos meios de cultivos submetidos a fermentagdo interferem na
cristalinidade, na quantidade (massa de biofilme) e no emaranhamento da rede
de celulose formada pela kombucha. De acordo com os resultados, verificou-se
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gue o cha verde juntamente aglcar branco produziu 2,6 vezes mais massa de
biofilme, que os outros cultivos com mesma fonte de carbono, e quase 9 vezes a
mais que os cultivos que empregaram acucar demerara.
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