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RESUMO

A Kombucha é produzida a partir da fermentacdo do cha de Camellia sinensis
juntamente com culturas de bactérias e leveduras, comumente consumido por seus
supostos beneficios a salde, e com o crescente interesse no consumo de alimentos
fermentados e probioticos proporcionado pelos estudos da microbiota intestinal, vém
uma necessidade dos estudos e analises dos metabdlitos presentes em tais
alimentos. Entretanto, existe uma falta de informacfes sobre as classes de
metabdlitos que compdem esses produtos. Sendo assim, nossa proposta consiste
em utilizar a abordagem de metaboldmica ndo direcionada baseada em
espectrometria de massas para investigar essa composi¢cédo durante o processo de
fermentacdo do produto. Para isso, um desenho experimental foi realizado para
avaliacao da influéncia de 7 dias de fermentagdo da kombucha. Um grupo controle
de cha nado fermentado foi utilizado. As amostras foram analisadas em um sistema
de cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada a um espectrémetro de
massas utilizando ionizacdo por eletrospray. Os dados foram putativamente
identificados e separados por classes diferentes usando a plataforma online e
gratuita Global Natural Products Social Molecular Networking.

INTRODUCAO

A fermentacdo esta presente na nossa dieta, desde iogurtes e queijos a bebidas
alcodlicas. Nos ultimos anos, pesquisas mostram que 0 processo de fermentagéo €
importante para o desenvolvimento de varios produtos e beneficios para a saude
(Arora et al., 2013). Assim, os produtos fermentados, como a kombucha e o kefir,
estdo em alta demanda e cada vez mais presentes nos cardapios dos restaurantes e
nas prateleiras de mercados especializados com alternativa de produtos novos e
saudaveis. De modo geral, a producdo da kombucha consiste na preparacao do cha
verde ou preto adocado da Camellia sinensis, fermentado por uma cultura simbiotica
de bactérias (acéticas e acido-laticas) e leveduras (scoby) incorporadas em uma
matriz de celulose (Coton et al., 2017). Durante a fermentacdo, os compostos do ch&
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sofrem uma transformagao por este complexo microbiano e algumas substancias
descritas na literatura sendo elas os acidos organicos, carboidratos, vitaminas,
proteinas, minerais (Jayabalan et al., 2007). Varios estudos investigaram as
propriedades da kombucha (Chakravorty et al., 2019).

MATERIAIS E METODOS

Produtos quimicos e reagentes:

Agua com 0,1% de é&cido férmico e acetonitrila foram obtidos da Merck. A agua
ultrapura sera produzida usando um sistema EMD Millipore Direct-QTM 3. Filtros de
seringa obtidos da Merck Millipore. O chad de Camellia sinensis e as kombuchas
foram coletados de um biorreator da Companhia dos Fermentados.

Estudo do perfil metabolémico:

O estudo consiste em comparar cha fresco (cha verde de folhas de Camellia
sinensis; GT) e kombucha (ch& verde de Camellia sinensis fermentado com scoby
por 7 dias; GTK). Para preparar a kombucha, 8 g de folhas de cha verde de Camellia
sinensis foram infundidos a 80 °C por 10 minutos. Em seguida, o cha verde foi
resfriado a temperatura ambiente, adicionado sacarose suficiente até obter um grau
inicial de 5 brix de sacarose e scoby processo de fermentagcdo. O grau Brix foi
medido por um Sacarimetro Densimeter.

Preparo de amostras e analise metabolémica néo direcionada:

Uma aliquota de 2 mL de cha e kombucha foi sonicada por 10 segundos em banho
ultrassénico e centrifugada a 12.000 rpm por 15 min. Apés isso, a amostra foi filtrada
utilizando um filtro de seringa de PTFE de 0,22 um antes da analise em UHPLC-
MS/MS. As andlises foram realizadas a partir de um sistema de cromatografia liquida
de ultra alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massa Impact Il. Uma
coluna Acquity UPLC® CSH C18 sera utilizada seguindo o gradiente de elui¢cdo de
agua e acido férmico (A) e acetonitrila (B) como fase movel usada no modo negativo
e positivo de ionizagdo. A separacado cromatogréfica é realizada por 31 min usando o
gradiente.

Rede Molecular (MN):

Os dados adquiridos de fragmentacao (MS/MS) ser&o convertidos para a extensao
mzXML e transferidos para o servidor da plataforma virtual GNPS, biblioteca online
de dados e informacdes de espectrometria de massas onde usuarios podem
complementar com dados adquiridos nas analises para criar 0s mapas quimicos,
conforme documentacao da plataforma. Os dados MN foram exportados para o
software Cytoscape 3.7.1 para melhor visualizacéo do perfil metabodlico das
amostras. Os espectros de fragmentacao do produto foram comparados com seus
semelhantes encontrados nas bibliotecas comunitarias do GNPS. A identificacao
putativa dos compostos foi feita através da comparacao entre os dados de MS/MS
provenientes das amostras com os dados de MS/MS presentes na biblioteca,
verificacdo manual do perfil de fragmentagcédo das amostras e também o célculo de

FUNDACAO
ARAUCARIA

Apcio 00 Desenvolvimento Clentfico
@ Tecnolégico do




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica

s . e . . 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior €4 de Novembro e

erro de massa. Essas anota¢fes séo consideradas anotacdes putativas com base
na similaridade de biblioteca espectral ou classe de compostos putativamente
caracterizada com base na similaridade espectral com compostos conhecidos de
uma classe quimica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de massas foram adquiridos no modo de ioniza¢ao positivo e negativo
e foram pré-tratados para serem inseridos no GNPS, onde foram gerados os mapas
quimicos para identificacdo putativa dos compostos presentes na kombucha. Por
meio da técnica UHPLC-ESI-MS/MS, foram obtidos os espectros de fragmentacao
das amostras de GT e amostras de GTK. Em seguida, os dados de MS/MS foram
tratados e depositados na plataforma GNPS, onde foram gerados os MN de GT e
GTK (Figura 2), foi obtido também o cromatograma de sobreposi¢cédo das amostras
de GT e GTK (Figura 1), que mostrou que existe diferenca entre 0s grupos em
relacédo a intensidade e tempo de retencéo, porém somente a inspecao visual ndo é
suficiente para diferenciar as alterac6es feitas apos a fermentacdo. No MN,
espectros de MS/MS séo agrupados em classes quimicas pela semelhanca entre os
espectros de fragmentacdo adquiridos e espectros de MS/MS presentes em sua
propria biblioteca, e sdo representados nos formatos de nodes. O MN é gerado a
partir da comparacao entre espectros de MS/MS das amostras e espectros de
MS/MS presentes na biblioteca do GNPS, entdo os dados de MN foram exportados
para o software Cytoscape 3.7.1 para melhor visualizagéo e entendimento das
informacdes fornecidas pelo mapa quimico. O MN das amostras obtidas mostrou
gue foram obtidas 73 entidades quimicas, onde 28 estdo associados exclusivamente
ao grupo GTK, 16 exclusivas ao grupo de amostras GT e 29 entidades presentes em
ambas as amostras. E visivel uma maioria de metabdlitos na classe dos flavonoides,
principalmente catequinas, flavan-3-ols incolores e sollveis em agua, que
contribuem com o sabor amargo e adstringéncia do GT. A epigalocatequina galato
apresenta a maior abundéancia dentre as catequinas encontradas na GTK, e, bem
como outras moléculas da classe dos flavonoides, tém capacidades antioxidantes
baseadas em captura de radicais livres e quelacdo de metais, bem como
propriedades biol6gicas como quimioprevencao do cancer e prote¢cdo contra danos
de raios UV a pele (NAGLE et al, 2006). E uma minoria classificados como
fenilpropandides, derivados da fenilalanina, policetideos, derivados de unidades
acetil e malonil, imidazopiridinas, como cafeina e teobromina, que atuam no sistema
nervoso central, bem como aminoacidos, nucleosideos, acidos organicos, lipidios,
carboidratos e conjugados, alcoois, polidis, e lactonas.
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Figura 1 - Sobreposicdo de cromatogramas de pico de base (BPC) de cha fresco de Camellia
sinensis (GT) e kombucha (GTK) apds analise por UHPLC-ESI(+)MS/MS a esquerda e Sobreposi¢cédo
de BPC de cha GT e GTK apds analise por UHPLC-ESI(-)MS/MS a direita.
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Figura 2 - A esquerda, rede molecular do espectro MS/MS obtida na analise de amostras do controle
e da Kombucha no modo de ionizag&o positivo. A direita, rede molecular do espectro MS/MS obtida
na andlise de amostras do controle e da Kombucha no modo de ionizagao negativo.

CONCLUSOES

A combinagé&o de espectrometria de massas e o0 molecular networking teve sucesso
em fazer o perfil metabol6mico da Kombucha e a identificacdo da presenca dos
flavondides é uma informacédo poderosa na adicdo de valor ao produto, entretanto,
ainda ha uma falta na pesquisa das vias metabodlicas completas e melhor
identificacdo de todos os metabdlitos para garantir a seguranca do alimento. A
fermentacdo mostra-se uma ferramenta excelente na transformacéo de bioativos,
embora ainda seja muito dependente das condic6es em que é feita, portanto é de
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grande importancia criar técnicas para proporcionar estabilidade durante a
fermentacao.
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