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Resumo

O mofo verde é causado por Penicillium digitatum, a doenca afeta 90% da producéo no periodo pds-colheita
resultando em perda total dos frutos. O objetivo consistiu em isolar o Penicillium sp. e submeté-lo aos
ensaios in vitro e in vivo com a kombucha. O fungo foi caraterizado morfologicamente, a gelatina foi uma
alternativa conjunta a kombucha, testada nos ensaios in vitro (1%, 2%, 3%, 4% e 5%). A kombucha foi
submetida aos ensaios nas concentracdes de 50%, 60%, 70%, 80% e 100%, no controle positivo (CP) usou-
se agua destilada autoclavada e no controle negativo (CN) utilizou-se, Tiofanato metilico (0,2%). Nos testes
in vivo, fez-se, o uso das mesmas concentracfes de kombucha testadas in vitro. No teste de confronto
direto, utilizou-se, a kombucha (50% e 100%), mais os frutos controle. Os resultados da metagenémica
indicaram os géneros Komagotaeibacter e Pichiaceae sp. como dominantes na kombucha. Nos testes in
vitro, a kombucha apresentou inibicdo sobre Penicillium sp., sendo este efeito evidente a partir do quarto dia
de avaliacdo. A gelatina exerceu efeito inibitdrio sobre Penicillium sp., com inibicéo significativa no décimo
dia, com crescimento inferior ao controle positivo. A kombucha com gelatina (1%) foi eficaz em inibir o
crescimento de Penicillium sp., o efeito inibitério foi estatisticamente significativo em comparagdo com os
controles positivo e negativo. No teste in vivo, todas as concentragfes resultaram em uma supresséo total
da progressdo da doenca, diferindo do Controle Positivo e Controle Negativo, que apresentou uma
progressdo intermediaria da doenca. No ensaio de confronto direto, a kombucha foi altamente eficaz, sendo,
a progressao da doenca zero sob essas condi¢cdes de tratamento. O estudo demonstrou resultados que
revelam o potencial da kombucha como biofungicida no controle de Penicillium sp., sendo, uma alternativa
sustentivel e promissora no controle completo da doenca nas condi¢bes avaliadas.

Palavras-chave: Mofo verde; Biofungicida; Controle Alternativo.

Abstract

Green mold is caused by Penicillium digitatum, a disease that affects 90% of post-harvest production,
resulting in total fruit loss. The objective was to isolate Penicillium sp. and subject it to in vitro and in vivo
assays with kombucha. The fungus was morphologically characterized, and gelatin was used as a
complementary alternative to kombucha, tested in in vitro assays (1%, 2%, 3%, 4%, and 5%). Kombucha
was subjected to assays at concentrations of 50%, 60%, 70%, 80%, and 100%. Autoclaved distilled water
was used as the positive control (PC), and methyl thiophanate (0.2%) was used as the negative control (NC).
In in vivo tests, the same kombucha concentrations tested in in vitro were used. In the direct comparison
test, kombucha (50% and 100%) was used, along with control fruits. Metagenomic results indicated the
genera Komagotaeibacter and Pichiaceae sp. as dominant in kombucha. In in vitro tests, kombucha showed
inhibition of Penicillium sp., with this effect evident from the fourth day of evaluation. Gelatin exerted an
inhibitory effect on Penicillium sp., with significant inhibition on the tenth day, with growth lower than the
positive control. Kombucha with gelatin (1%) was effective in inhibiting the growth of Penicillium sp., the
inhibitory effect being statistically significant compared to the positive and negative controls. In the in vivo
test, all concentrations resulted in a total suppression of disease progression, differing from the Positive
Control and Negative Control, which showed an intermediate disease progression. In the direct confrontation
assay, kombucha was highly effective, with zero disease progression under these treatment conditions. The
study demonstrated results that reveal the potential of kombucha as a biofungicide in the control of
Penicillium sp., representing a sustainable and promising alternative for the complete control of the disease
under the evaluated conditions.

Keywords: Green mold; Biofungicide; Alternative control.

Resumen

El moho verde es causado por Penicillium digitatum, una enfermedad que afecta al 90% de la produccion
poscosecha, resultando en la pérdida total de fruta. El objetivo fue aislar Penicillium sp. y someterlo a
ensayos in vitro e in vivo con kombucha. El hongo fue caracterizado morfolégicamente, y la gelatina se
utilizé como una alternativa complementaria a la kombucha, probada en ensayos in vitro (1%, 2%, 3%, 4%y

2



https://doi.org/10.66104/e850zd09

Received: 13/01/2026 - Accepted: 27/04/2026
Vol: 13.07
DOI: 10.66104/e850zd09

ISSN 2178-6925 Pages: 1-37

5%). La kombucha fue sometida a ensayos a concentraciones de 50%, 60%, 70%, 80% y 100%. Se utilizé
agua destilada autoclavada como control positivo (CP) y metil tiofanato (0,2%) como control negativo (NC).
En las pruebas in vivo, se utilizaron las mismas concentraciones de kombucha probadas in vitro. En la
prueba de comparacion directa, se utiliz6 kombucha (50% y 100%), junto con frutas de control. Los
resultados metagendmicos indicaron que los géneros Komagotaeibacter y Pichiaceae sp. eran dominantes
en kombucha. En pruebas in vitro, kombucha mostré inhibiciéon de Penicillium sp., con este efecto evidente
desde el cuarto dia de evaluacién. La gelatina ejercié un efecto inhibidor sobre Penicillium sp., con inhibicién
significativa en el décimo dia, con un crecimiento menor que el control positivo. Kombucha con gelatina (1%)
fue eficaz en la inhibicién del crecimiento de Penicillium sp., siendo el efecto inhibidor estadisticamente
significativo en comparacion con los controles positivo y negativo. En la prueba in vivo, todas las
concentraciones resultaron en una supresion total de la progresién de la enfermedad, a diferencia del
Control Positivo y el Control Negativo, que mostraron una progresion de la enfermedad intermedia. En el
ensayo de confrontacion directa, kombucha fue altamente eficaz, con cero progresién de la enfermedad
bajo estas condiciones de tratamiento. El estudio demostrd resultados que revelan el potencial de la
kombucha como biofungicida en el control de Penicillium sp., o que representa una alternativa sostenible y
prometedora para el control total de la enfermedad en las condiciones evaluadas.

Palabras clave: Moho verde; Biofungicida; Control alternativo.

1. Introducéo

O mofo verde € considerado uma das doencas citricas com maior ocorréncia no
periodo poés-colheita. A doenca € causada por Penicillium digitatum, o principal agente
causal do bolor verde durante as etapas de manuseio pos-colheita, sendo responsavel por
perdas econdmicas expressivas, que podem atingir até 90% da producdo mundial. O
fungo infecta os tecidos do fruto principalmente por meio de ferimentos ocorridos na casca
durante a colheita, transporte e armazenamento. A colonizacdo fungica promove a
degradacéao dos tecidos, tornando o fruto impréprio para o consumo. Uma vez infectado, o
fruto torna-se inviavel para fins comerciais, visto que, 0 processo € irreversivel e resulta
em acentuada perda de qualidade e valor de mercado (KAASHYAP; COHEN; MANTRI,
2021).

As estratégias atuais de prevencado do mofo verde incluem a ampla aplicacdo de
fungicidas sintéticos. No entanto, isso levou ao desenvolvimento de cepas resistentes de
P. digitatum, complicando o tratamento pés-colheita de citros, uma vez que, a resisténcia
multipla a fungicidas complica o controle da doenca. Apesar disso, o manejo do bolor
verde, baseia-se predominantemente na aplicacdo de fungicidas quimico no periodo pés-
colheita, sendo, o tiabendazol e o imazalil os principios ativos mais utilizados e aplicados
de forma isolada ou em associagao durante o processamento dos frutos nas unidades de
beneficiamento (RODRIGUES, 2022).
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Além da inducdo de resisténcia, a aplicacdo intensiva de fungicidas reduz a
confianca do consumidor em frutas citricas e acarreta impactos negativos a integridade
ambiental e a saude humana. Segundo Jernej et al. (2025), residuos de pesticidas
aplicados em frutos de laranja no periodo pés-colheita tém sido detectados em todas as
camadas dos frutos citricos, com concentragdes mais elevadas observadas na casca. De
acordo com os autores, devido as propriedades quimicas dos pesticidas, os residuos
persistem mesmo apos a lavagem dos frutos com agua corrente e, em alguns casos, apés
o processamento industrial do suco. Apesar disso, estratégias de controle mais seguras e
ambientalmente sustentaveis para 0 manejo de infec¢cdes causadas pelo bolor verde
ainda sdo pouco adotadas. Dessa forma, torna-se necessaria a integracdo de novos
métodos alternativos para o controle de infec¢des por P. digitatum na citricultura.

Em virtude disso, estudos tem comprovado a eficacia de métodos alternativos no
controle de microrganismos patogénicos. Como os métodos alternativos realizados por
meio do controle bioldgico utilizando bioprodutos de origem biotecnolégica. O controle
biolégico, pode ser alcancado de maneira sustentavel e eficaz através de diferentes fontes
alternativas e disponiveis. O controle biologico baseia-se, na utilizagdo de microrganismos
antagonistas, como bactérias, fungos e leveduras, que competem com 0s patdégenos
reduzindo a incidéncia e a severidade das doengas. Entre os mecanismos envolvidos,
destaca-se a capacidade dos agentes de controle biolégico de formar biofilmes,
estabelecendo uma barreira fisica entre a superficie lesionada e o patdgeno. Esse
processo pode interferir na aquisicdo de recursos essenciais ao desenvolvimento do
patbgeno ou promover a produgdo de compostos com atividade inibitéria (KUPPER;
MOURA; DE PAULA, 2023)

A competicdo, entendida como a interacdo entre dois ou mais organismos que
disputam os mesmos recursos, ocorre principal Imente por nutrientes, como carboidratos,
fontes de nitrogénio e fatores de crescimento, bem como, por espago e oxigénio. Esse
mecanismo é considerado um dos principais modos de acdo de leveduras no controle de
patogenos fungicos em poés-colheita. De modo geral, tais estratégias visam reduzir a
incidéncia e a severidade das infeccfes, contribuindo para a manutencdo da qualidade e
da vida util dos frutos durante o periodo pos-colheita (SULZBAKER, 2025).
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No atual trabalho, a kombucha se insere como uma fonte alternativa de controle
bioldgico. A kombucha é uma bebida tradicional obtida a partir da fermentacdo de cha
verde (Camellia sinensis) ou preto adogado com acucar e fermentado por um consorcio
microbiano simbiético (SCOBY), composto principalmente por bactérias acéticas (BAA)
(Gluconacetobacter sp.) e leveduras osmofilas (Zygosaccharomyces sp.). A bebida tem
despertado atencdo principalmente por seus potenciais beneficios a saude humana,
incluindo desde a reducdo da pressédo arterial a reducdo do colesterol, aléem de efeitos
hepatoprotetores, imunomoduladores e reguladores gastrointestinais (PRADHAN et al.
2023).

Estudos indicam que a kombucha apresenta potenciais propriedades
anticancerigena e atividade antimicrobiana relevante, caracteristicas que podem contribuir
para seu crescente reconhecimento como bebida funcional. A atividade antimicrobiana
atribuida a kombucha esta associada, principalmente, a presenca de acidos organicos e
ao consorcio microbiano simbidtico responsavel pelo processo fermentativo. Esses
componentes vém sendo progressivamente investigados quanto ao seu uso em
aplicacdes clinicas e terapéuticas. Nam et al. (2025), avaliaram a atividade antimicrobiana
da kombucha contra véarias bactérias e fungos patogénicos, constatando potencial
inibitério para todos os patdégenos, incluindo, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.

De acordo com AUNG & KIM (2024), o biofilme de kombucha ja foi investigado
como material biodegradavel para aplicacdo em embalagens alimenticias, visando
prolongar a vida util de produtos alimenticios e reduzir a contaminagdo microbiolégica. No
campo biomédico, esses biofilmes vém sendo avaliados para uso em curativos e como
condutos para regeneracdo de nervos periféricos no contexto da engenharia de tecidos.
Embora as aplicacdes dos biofilmes de kombucha tenham se expandido em diferentes
areas, seu potencial especifico no setor alimenticio ainda demanda investigagdes mais
aprofundadas. Portanto, neste trabalho, exploramos a kombucha, com o objetivo de
elucidar seu potencial inexplorado como fonte de controle biolégico do fungo Penicillium
sp. agente patogénico do mofo verde em frutas de laranja na pos-colheita, visando

implantar uma nova alternativa no desenvolvimento de produtos alimenticios sustentaveis.
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Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da kombucha
como produto biolégico na qualidade pos-colheita de frutos de laranja (Citrus sinensis) e
seu potencial no controle de P. digitatum. Os objetivos especificos foram: (a) avaliar o
efeito da kombucha no controle in vitro de P. digitatum; (b) avaliar o controle in vivo e a
severidade do bolor verde em laranjas; e (c) realizar ensaio de confronto direto entre

frutos.
2. Revisao de Literatura
2.1 Problemética do mofo verde — frutas de laranja

O Brasil é lider na producéo de laranja, fruta de importancia econémica nacional e
mundial. O pais é o primeiro no ranking mundial, com uma producdo de 15.688.409
milhdes de toneladas colhidas na safra 2024/25, seguido da China, Unido Europeia e
México. De acordo com o IBGE (2024), a safra apresentou um aumento de 6% em
relacdo a safra anterior. No entanto, ao longo de uma década, observou-se uma queda de
10% nesse setor produtivo. O principal fator desse declinio, além das mudancas
climéaticas, esta relacionado as doencas que acometem os frutos. Embora os registros
indiguem uma producao ainda significativa, os frutos sao altamente suscetiveis ao bolor
verde no periodo pos-colheita (NAVES et al., 2021).

O mofo verde ou bolor verde, € uma doenca fangica considerada uma das causas
gue geram grandes perdas econdmicas, principalmente por ocasionar a deterioragao da
fruta e afetar a qualidade nutricional da fruta no periodo poés-colheita. Além disso, a
ocorréncia do mofo verde reduz significativamente a vida util dos frutos durante o
armazenamento, uma vez que, as frutas contaminadas reduzem seu valor de mercado. A
doenca é causada pelo patégeno Penicillium digitatum, o fungo provoca apodrecimento e
afeta 90% da producdo no periodo pos-colheita resultando em perda total da fruta,
tornando-a impropria para consumo (Diaz et al., 2020). O agente causal da doenca infecta
a fruta por meio de lesdes causadas durante o0 manuseio das operacdes de pés-colheita,
ou por microferidas causadas por insetos e galhos durante o processo de colheita, uma
vez que, € inevitavel a ocorréncia dessas microferidas (GARCIA-CUSTODIO et al., 2025).

6



https://doi.org/10.66104/e850zd09

Received: 13/01/2026 - Accepted: 27/04/2026
Vol: 13.07
DOI: 10.66104/e850zd09

ISSN 2178-6925 Pages: 1-37

A doenca é controlada aplicando métodos baseados em produtos quimicos
sintéticos desenvolvidos para reduzir as perdas poés-colheita, entretanto, o uso intensivo
desses meétodos gera cepas resistentes, reduzindo assim sua eficacia. Além da
contaminagdo ambiental, devido a sua estrutura os produtos quimicos levam mais tempo
para se decomporem no meio ambiente, representando risco a salde humana, dos
animais e lencais freaticos. Assim, a busca por métodos ecologicamente corretos e livres
de residuos quimicos tem despertado interesse e desenvolvimento de diversos estudos
que visam por medidas que apresentem potencial antifingico e controle alternativo de
doencas na pdés-colheita de laranjas (YANG et al., 2025).

De acordo com Garcia-Custddio et al. (2025), atualmente as tendéncias de
consumo de frutas estdo exigindo produtos livres de residuos quimicos e ecologicamente
corretos. Isso porque, as exigéncias de frutos limpos de agrotdxicos estdo cada vez
maiores, e juntamente com as restricdes legislativas ao uso de produtos fitossanitarios,
surge a necessidade de novos manejos poés-colheita considerado mais eficaz e
ecologicamente correto. Alternativas de biocontrole ja estdo sendo empregadas como
estratégias ao uso dos fungicidas quimicos. Tais como, 0 uso de leveduras e bactérias
antagonistas, produtos derivados de plantas medicinais como, 6leos essenciais, extratos
aguosos e compostos bioativos. Assim como também, revestimentos com potencial
antifingico a base de ceras naturais que abrangem desde a deterioracao fisiolégica ao
controle de questdes patoldgicas. Além de melhorar a estética dos frutos como o brilho,
aumentam a vida util e proporcionam conservacdo de umidade, sendo, portanto, os
revestimentos considerados uma fonte tecnoldgica limpa, alternativa e ecologicamente
promissora (YANG et al., 2025).

Os meétodos alternativos de fontes naturais, podem apresentar dupla funcionalidade
ao atuarem no biocontrole de determinado patdgeno, podendo proporcionar atividade
antifingica direta e inducdo de defesa do hospedeiro, sendo, esta caracteristica uma
vantagem promissora na implementacéo e continuacdo deste método no gerenciamento
de doencas fungicas. Desta forma, diversas pesquisas tem estudado medidas que
apresentem potencial antifGngico no controle alternativo de fungos do género Penicillium

sp. com ocorréncia no periodo pés-colheita (GANDIA et al, 2021).
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Todavia, a busca por métodos alternativos ao uso de produtos quimicos é continua,
uma vez que diversos estudos comprovam a eficacia desses métodos, bem como sua
baixa contribuicdo para a contaminacdo ambiental, ja que apresentam caracteristicas
biodegradaveis que contribuem para a sustentabilidade ambiental. Nesse contexto, as
peliculas biodegradaveis tém se destacado no que tange a inovacgdo, a protecdo dos

frutos e ao menor tempo de degradacdo no ambiente (CARVALHO et al., 2022).
2.2 Revestimentos biodegradaveis

Apés a colheita, naturalmente as frutas conservam um estado fisiolégico e
metabdlico ativo. No entanto, a respiracdo e transpiracdo pode induzir a perda de agua,
ocasionando o amolecimento dos tecidos e encolhimento da epiderme, acarretando na
perda de qualidade e deterioracdo. Outro fator que contribui para esta deterioracdo, sao
os danos mecanicos e as infecgdes fungicas durante o armazenamento e transporte pos-
colheita. Isso reflete a importancia dos revestimentos biodegradaveis na conservacdo da
gualidade dessas frutas na pés-colheita. Uma vez que, o0 mecanismo de preservacao dos
revestimentos, é constituido e caracterizado por formar uma barreira fisica de protecéo no
fruto, atuar na regulagdo metabolica fisiolégica e apresentar efeito antifingico e
antioxidante (DAl et al. 2025).

Um dos principais mecanismo do revestimento biodegradavel em frutas, € a funcéo
barreira fisica, que atua na conservacgao da fruta restringindo a troca de materiais entre o
ambiente externo e a fruta. O revestimento atua na regulacdo da umidade,
proporcionando o selamento dos estdmatos e das fissuras na superficie da fruta, além de,
reduzir a evaporacao da agua presente na fruta e manter o equilibrio da umidade interna
da fruta (Lin et al.,, 2025). Em termos de regulacdo do metabolismo fisiolégico, o
revestimento atua retardando o amadurecimento e a senescéncia dos frutos, conservando
a qualidade ao intervir nos processos essenciais da fruta, como a respiracdo pés-colheita,
a atividade enzimética, a sinteses de etileno e os metabdlitos secundarios (QIN et al.,
2025).

De acordo com Dai et al. (2024), os compostos ativos presentes nos revestimentos

sao capazes de inibir especificamente a atividade de enzimas que estdo diretamente
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relacionadas na cadeia respiratéria do fruto, como o piruvato descarboxilase e a enzima
etanol desidrogenase. Segundo os autores, a reducdo da respiracdo e da atividade
enzimatica inibe a expresséo de genes que estao diretamente relacionados a degradacao
da parede celular, como AcXETs, AcEXPs e AcPE, diminui a atividade da
poligalacturonase, da pectina metilesterase e da celulase, inibindo assim, a degradacao
da parede celular e retardando o processo de amolecimento da fruta pos-colheita (DAI et
al., 2024).

JA em termos de eficacia antioxidante, antifungica e antibacteriana dos
revestimentos aplicados em frutas, estes sdo alcancados por mecanismos sSinérgicos
multifacetados. Portanto, a potencial agdo antimicrobiana dos revestimentos, atuam por
meio de trés vias principais, sendo, a ruptura das membranas celulares microbianas,
interferéncia direta no metabolismo do &cido nucleico e a quelacdo de ions metélicos
essenciais. Compreender estes mecanismos basicos de preservacgdo, é fundamental para
a selecao precisa e customizacéo ideal das tecnologias de revestimentos, possibilitando
alcancar os efeitos funcionais desejados para cada fruta especifica (MEHMOQOD et al.,
2025).

Logo, os revestimentos biodegradaveis é uma tecnologia proposta para reduzir as
perdas pés-colheita em frutas frescas. S&o caracterizados por atuarem na preservacéo da
umidade das frutas, conservando a boa aparéncia a qualidade nutricional e valorizando os
seus atributos comerciais. E uma tecnologia empregada para aumentar a vida util dos
frutos e conservar simultaneamente a qualidade. Carvalho et al. (2022) ressalva que, 0
revestimento biodegradavel reduz as trocas gasosas impossibilitando a perda de agua
entre alimento e ambiente externo. Resultando no prolongamento da vida util do fruto.
Diferentes fontes de peliculas tém sido estudadas quanto ao seu potencial de
revestimento, sendo destacado, o amido de milho, a fécula de mandioca, o sorbitol,
pectina, quitosana e outros que vem sendo testados em frutas frescas comercializadas no
Brasil.

Os revestimentos biodegradaveis sao derivados de substancias naturais, como
proteinas (ex: gelatina, proteina do soro do leite), lipidios (ex: 6leos, ceras) e carboidratos
(ex: gomas e amidos), assim como, outros aditivos de grau alimenticio. Esses

revestimentos, podem ser aplicados por imersado, pulverizagdo ou com o auxilio de um
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pincel (El-rhouttais et al., 2025). Os revestimentos biodegradaveis estdo recebendo cada
vez mais atencao na industria alimenticia, devido as suas caracteristicas de atoxicidade,
boa compatibilidade e excelente biodegradabilidade. Além disso, estudos comprovam que
revestimentos comestiveis a base de polissacarideos apresenta permeabilidade de
oxigénio, regulando a migracéo de agua e aumentando a vida util dos frutos, contribuindo
no retardamento da deterioracdo, e assim evitando a perda de nutrientes (YAN et al.,
2019).

Xue et al., (2025) relatam que, os filmes e revestimentos além de prolongar a vida
atil controlando a taxa de liberagdo de oxigénio em alimentos como frutas, também podem
ser usados como aditivos alimentares para melhorar o sabor dos alimentos. Estes filmes,
além de serem usados como revestimento direto para alimentos, como embalagens de
conservacdo de frutas e vegetais, também podem ser usados no revestimento de
superficie para alimentos fritos e carneos. Segundo os autores, outras aplicacées também
sao realizadas, como encapsulamento de medicamentos e nutrientes, a fim, de obter
efeitos de liberacéo controlada.

Alguns estudos relatam o uso de diferentes fontes de filmes e revestimentos
comestiveis utilizados atualmente. Carvalho et al. (2022) testou fécula de mandioca e
glicerol na qualidade pés-colheita do tomate variedade italiano hibrido “TY” a temperatura
ambiente. Conforme os resultados os autores constaram que, a fécula de mandioca
isolada a 5% e associada ao glicerol a 1% proporcionou ao tomate maior firmeza, menor
perda de massa, retardando o amadurecimento e conservando o teor de acidos organicos
e luminosidade comparado ao tratamento controle. Franca et al. (2025) testaram fécula de
mandioca a 7% na conservagcao de mangabas a temperatura ambiente, 0s autores
concluiram que a fécula proporcionou maior firmeza e manteve o teor de sdlidos soluveis,
acidez e a relacdo SS/AT estavel ao longo dos 5 dias de armazenamento.

Atualmente os revestimentos biodegradaveis, sdo vistos como uma tecnologia
promissora e inovadora. Uma vez que, o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a
base de compostos ativos naturais, surge como uma fonte alternativa as embalagens
convencionais que ndo sao biodegradaveis e aos aditivos sintéticos. Portanto, baseado
nas vantagens de uso alternativo dos revestimentos biodegradaveis, o presente estudo

visa avaliar mais uma fonte integrativa de revestimento biodegradavel ao meio ambiente,
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visando contribuir com frutos saudaveis por mais tempo e um meio ambiente sustentavel

e limpo.
2.3 Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada produzida a partir do cha verde ou preto,
com adicdo de acgUcar e uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY). A
bebida é caracterizada por possuir potenciais beneficios a salde, que incluem a reducédo
da pressao arterial, colesterol, além de efeitos imunomoduladores, hepatoprotetores, e
reguladores gastrointestinais. Além disso, alguns estudos sugerem que a kombucha
apresenta atividade antimicrobiana significativa e propriedades anticancerigenas que
contribuem para seu crescente uso como bebida funcional. A atividade antimicrobiana
descrita da kombucha pode ser atribuida aos seus acidos orgénicos e ao complexo
consorcio microbiano, que estdo sendo investigados continuamente para uso clinico ou
terapéutico (NAM et al., 2025).

De acordo com Aung & Eun (2021) o biofilme de kombucha é formado por uma
cultura simbiética de bactérias e leveduras. Sendo as principais bactérias presentes no
SCOBY da kombucha, as bactérias acéticas do género Acetobacter e Gluconobacter, no
entanto, as leveduras presentes na kombucha, possuem diversos géneros e espécies, tais
como: Lachancea, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida, Pichia
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Brettanomyces/Cekkera, _Kluyveromyces.
Todas essas bactérias e leveduras sao responsaveis por realizarem a conversao
metabdlica, bem como, a producdo de metabdlitos primarios e secundarios ao longo do
processo de fermentacdo. Estes fatores aprimoram a funcionalidade do produto final,
caracterizada por suas propriedades benéficas.

As bactérias e leveduras presentes na kombucha participam de atividades
metabolicas e utilizacdo de substratos. Durante o processo de fermentacdo o aguUcar é
hidrolisado em glicose e frutose pelas leveduras, seguido de conversao da glicose em
etanol e dioxido de carbono. Posterior a isso, o etanol é convertido em acido acético por
bactérias acéticas. J& o pH da bebida diminui devido a producdo de &cidos organicos
durante a fermentacéo (Valiyan et al. 2021).
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O SCOBY é responsavel por promover a fermentacdo da kombucha. E composto
por bactérias acido-acéticas (BAA), bactérias acido-laticas (BAAL) e leveduras, formando
uma nova camada de celulose na interface liquido - ar durante o processo de
fermentacdo. O SCOBY é constituido de nanocelulose bacteriana e apresenta uma
estrutura porosa que atua como uma matriz capaz de reter diferentes metabdlitos
bioativos produzidos durante o processo de fermentacdo, como &acidos organicos,
polifendis e compostos antimicrobianos. Segundo Bryszewska et al. (2024) o SCOBY atua
como uma espécie de reservatério de metabdlitos provenientes da fermentacdo e um
alicerce fundamental para comunidades microbianas consideradas essenciais. Além
disso, apés obter a kombucha, o SCOBY é considerado um residuo alimentar, no entanto,
devido ao seu teor de compostos bioativos e propriedades essenciais, ele apresenta
potencial de reaproveitamento em aplicacées de uso em cosméticos e cuidados com a
pele.

As nanofibras de celulose bacteriana tém como caracteristicas alto grau de
cristalinidade, baixa densidade, biodegradavel e elevado grau de pureza, além de ser um
material de fonte renovavel. Estudos realizados por Aung & Kim (2024), mostram que a
kombucha pode ser aplicada em diversos setores, desde setor alimentar a setores ndo
alimentares. No ambito alimentar, o filme de kombucha pode ser utilizado como filme e
revestimento comestivel, além de intensificadores de textura e sensacao na boca, fonte
de nutrientes, encapsulamento de ingredientes ativos e iniciadores de fermentacéo.
Também pode ser utilizado na suplementacdo nutricional de racdo animal, devido a sua
caracteristica de ser um biofilme rico em nutrientes como proteina bruta, fibra alimentar e
outros minerais que contribuem para o seu valor nutricional como aditivo alimentar.

Ja em setores ndo alimentares, como na biomedicina, o biofilme de kombucha
guando preparado com extrato de café, pode ser utilizado na cicatrizacdo de feridas. Na
industria de moda, o biofilme de kombucha é reconhecido como couro vegano, uma vez
que, apresenta potencial dos téxteis derivados de celulose bacteriana. Pois, demonstram
biocompatibilidade sem causar efeitos citotoxicos em tecidos nervosos. Logo, o0 estudo
investiga o potencial das propriedades antimicrobianas e antiumidade da kombucha,
assim como, o potencial de revestimento na protecdo de frutas de laranja contra o

desenvolvimento da doenca mofo verde.
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3. Metodologia
3.1lsolamento do fungo

Frutos de laranja infectados pelo fungo causador do bolor verde foram adquiridos
no mercado local da cidade de Gurupi. No laboratorio, as areas dos frutos com sintomas
visiveis da doenca foram cortadas em fragmentos de 5 mm. Com o auxilio de uma pinca,
esses fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA,
com adicdo do antibidtico Amoxicilina (500 mg/L). Posteriormente, as placas foram
incubadas sob fotoperiodo por 10 dias, a 25 °C. Ao final do periodo de incubacéo, as
placas de Petri que apresentaram col6nias fungicas sem contaminag¢do foram repicadas
em novas placas contendo o mesmo meio de cultura, obtendo-se, assim, culturas puras
(Valadares et al., 2008).

Apods o cultivo, as coldnias foram identificadas com base em suas caracteristicas
morfologicas. Para isso, foram observadas a estrutura reprodutiva do fungo, a coloracéo e
a presenca de clamidésporos. Apos a selecdo do isolado, foi realizada microscopia
eletronica de varredura (MEV), conforme descrito por Zhang et al. (2000) e Morgulis et al.
(2008).

3.2Preparo da kombucha e Metagenémica

Para o preparo da kombucha, foi utilizado ché verde (Camellia sinensis). O cha (2
L) foi preparado por infusdo em agua destilada a 80 °C, por 10 min, na concentragéo de 4
g/L. ApGs o periodo de infusdo, os sachés foram removidos e, em seguida, adicionou-se
sacarose a 5% (m/v), seguida de resfriamento até aproximadamente 25 °C. ApOs o0
arrefecimento, foram adicionados 10% (v/v) de bebida previamente fermentada (starter)
ao volume total do ch4. Em seguida, a solucao foi transferida para um recipiente de vidro
esterilizado (2 L) e inoculada com um SCOBY. O recipiente foi coberto com papel toalha e
fixado com elastico, sendo posteriormente armazenado em local escuro, a temperatura de
25 °C, por 14 dias (adaptado de ETGETON et al., 2022).
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Apo6s a obtengcdo da kombucha, foi realizada analise metagen6mica da bebida,
conforme a metodologia descrita por KAASHYAP et al. (2021).

3.3Triagem in vitro da kombucha sobre Penicillium sp.

Apés a obtencdo da bebida cha kombucha, uma amostra de 100 mL foi retirada e
diluida em agua destilada esterilizada, obtendo-se cinco concentracdes: 50%, 60%, 70%,
80% e 100%, em tubos de ensaio. Apés o preparo das amostras, foi retirada uma aliquota
de 200 pL, a qual foi adicionada a placas de Petri contendo meio de cultura BDA sem
adicdo de amoxicilina. Em seguida, a aliquota foi espalhada uniformemente com o auxilio
de uma alca de Drigalski. Posteriormente, um disco de micélio-agar de 5 mm do fungo
Penicillium sp. foi adicionado ao meio de cultura contendo o tratamento, sendo esse
procedimento repetido para todas as concentracdes preparadas. Todo o experimento foi
conduzido em triplicata. O controle negativo consistiu em placas contendo apenas o fungo
e agua destilada autoclavada, enquanto, no controle positivo, utilizaram-se 200 pL do
fungicida tiofanato metilico (0,2%). Posteriormente, as placas foram vedadas,
armazenadas e avaliadas conforme descrito no item 3.3 (Adaptado de BARROS et al.,
2019).

3.4Triagem in vitro da gelatina sobre Penicillium sp.

Para a triagem in vitro, a gelatina foi pesada em béquer (50 mL) e preparada nas
concentracdes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, sendo diluida em agua destilada esterilizada.
Apés o preparo, 200 pL de cada concentracdo foram adicionados a placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e espalhados sobre a superficie do
meio com o auxilio de uma alca de Drigalski. Realizaram-se triplicatas para cada
concentracéo testada. O controle negativo consistiu em placas contendo apenas o fungo e
agua destilada autoclavada (200 pL), enquanto, no controle positivo, utilizaram-se 200 L
do fungicida tiofanato metilico (0,2%). As placas foram vedadas com filme plastico e

armazenadas em estufa a 28 °C. O experimento foi avaliado a cada 48 h, por um periodo
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de 10 dias, com medicdes realizadas utilizando paquimetro digital (Adaptado de BARROS
et al., 2019).

3.5Triagem in vitro da kombucha com a gelatina (1%) sobre Penicillium sp.

Apés os testes in vitro realizados anteriormente, procedeu-se a combinacdo da
kombucha com gelatina (1%). As concentracdes foram preparadas em 50%, 60%, 70%,
80% e 100%, com adicdo de gelatina a 1% em cada uma delas. Apos a obtencao das
concentracdes, todo o processo de montagem do experimento in vitro foi realizado
conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4, assim como as condi¢cbes de armazenamento e 0
tempo de avaliacdo (adaptado de BARROS et al., 2025).

3.6 Aplicagdo da kombucha como revestimento no controle preventivo da

doenca mofo verde em frutas de laranjas

O revestimento a base de kombucha foi preparado nas mesmas concentracdes dos
testes in vitro. Os frutos de laranja foram adquiridos no mercado local, sendo selecionados
agueles com boa aparéncia e frescor. Em seguida, os frutos foram submetidos a
desinfeccdo com agua destilada, seguida de imersdo em hipoclorito de sodio (1%) por 2
min e posterior enxague em agua destilada, realizado trés vezes consecutivas. Apos a
secagem, os frutos foram organizados em triplicata e cobertos com a solugcdo de
revestimento, utilizando-se uma haste flexivel esterilizada para aplicacdo uniforme sobre a
superficie. O controle negativo consistiu em frutos inoculados apenas com o fungo. Para o
controle positivo, foram utilizados 200 pL do fungicida Tiofanato metilico (0,2%). Apés um
periodo de 2 h, realizou-se a inoculacdo do patégeno com o auxilio de um palito
esterilizado, por meio do qual os esporos foram coletados diretamente da placa e
transferidos para os frutos, simulando a contaminacgéo durante os processos de colheita e
transporte. Posteriormente, os frutos foram armazenados em ambiente com temperatura
de 25 £ 2 °C, a fim de permitir o desenvolvimento da doenca e a avaliacdo da eficacia do
revestimento de kombucha. Decorridos quatro dias apos a inoculacdo, foram realizadas
cinco avaliagdes da severidade da doencga, com intervalos de 72 horas, por meio da
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escala de notas adotada por Costa (2017), na qual: O = fruto sadio; 1 = menos de 1% da
area do fruto doente; 3 = 1 a 5% da area do fruto doente; 5 = 6 a 25% da area do fruto
doente; 7 = 26 a 50% da area do fruto doente; 9 = mais de 50% da area do fruto doente.
Apés a obtencdo dos dados experimentais, realizou-se o célculo da area abaixo da curva

de progresso da doenca (AACPD), conforme descrito por De Souza et al. (2018).

O calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi realizado de

acordo com a seguinte formula:

aacpp =5 22k, 1)
=1

em que n € o nimero de avaliacdes, x corresponde a severidade da doenca e (ti+1 — ti)
representa o intervalo de tempo entre duas avaliagdes consecutivas (DE SOUZA et al.,
2018).

3.7 Teste de confronto direto com aplicacéo do revestimento de kombucha

No teste de confronto direto, foi simulado um ambiente semelhante ao do mercado
consumidor, no qual um fruto 100% contaminado foi exposto a frutos sadios tratados com
kombucha, nas concentracbes maxima (100%) e minima (50%). Para ambas as
concentragfes testadas in vivo, foram utilizados frutos em triplicata; como controle,
utilizaram-se trés frutos sadios sem tratamento. O armazenamento foi realizado em
bandejas, a uma temperatura de 20 + 2 °C. As avaliacbes foram conduzidas por um

periodo de 12 dias, com intervalos de 72 horas (Junior et al., 2022).
3.8Anélises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prisma (versao
8.0.1). Foram aplicados os testes de ANOVA e de Tukey (p < 0,05) para verificar a

significancia dos dados experimentais.

4. Resultados e Discusséao
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A imagem abaixo, ilustra a estrutura morfologica do fungo Penicillium sp. (Figura
1A) e a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), numa visdo detalhada da estrutura
morfologica do fungo Penicillium sp. a uma ampliacdo de 300X (Figura 1B), 550X (Figura
1C) e 800x (Figura 1D), com a barra de escala indicando 10 pm, observe as

caracteristicas detalhadas na figura 1.

Figura 1 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da estrutura morfologica do fungo

Penicillium sp.

Fonte: Autor, 2026.

A imagem ilustrada na Figura 1A representa a estrutura reprodutiva assexual do
fungo, conhecida como conidiéforo, caracteristica do género Penicillium sp. Analisando a
imagem, podemos observar o conidiéforo como a estrutura tubular vertical mais robusta
e transparente. Na parte superior do conidioforo, este se ramifica em estruturas
secundarias, que sdo 0os ramos metulares. Eles servem como hastes de suporte para as
fidlides. Além disso, h&a alguns conidios individuais ou em cadeias curtas visiveis mais
abaixo, alguns aparentemente ja liberados ou aderidos lateralmente.

O arranjo geral da estrutura de Penicillium sp. é caracteristica do género,
formando uma estrutura que lembra um pincel ou uma vassoura invertida. Essa
arrumacao estrutural facilita a dispersao eficiente dos esporos pelo ar. Portanto,
confirma-se, que a estrutura morfolégica ilustrada pertence ao fungo do género
Penicillium sp. caracteristico do mofo verde em frutas de laranja no periodo pos-colheita.

Na figura 1B, a imagem revela principalmente o micélio vegetativo de Penicillium
sp., caracterizado por uma complexa rede de hifas filamentosas e ramificadas, com
indicios de estruturas reprodutivas assexuadas (conidiéforos/conidios) em processo de
formacdo. As hifas mostram-se ligeiramente tortuosas, e superficie com textura

sutilmente rugosa.
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Na figura 1C, sdo visiveis filamentos alongados, ramificados e interconectados,
formando uma complexa rede que constitui o micélio do fungo. A superficie das hifas
parece ser predominantemente lisa, embora algumas areas possam apresentar uma
textura levemente irregular ou ondulada, tipica de estruturas biol6gicas em MEV. A
imagem revela um fungo filamentoso com um micélio bem desenvolvido de hifas
ramificadas e a presenca de uma grande quantidade de conidios alongados a ovoides, 0
gue confirma a identificacdo para Penicillium sp. e ilustra sua capacidade de formar uma
extensa rede vegetativa e produzir esporos para reproducéo e dispersao.

Na figura 1D, as hifas aparecem ramificadas e interligadas. Embora a imagem
forneca uma boa visdo do micélio vegetativo, as estruturas reprodutivas assexuadas
caracteristicas de Penicillium sp. conhecidas como “conidiéforos penicilados” com suas
fillides e cadeias de conidios, ndo estdo claramente em foco na imagem. Pode ser que
estejam submersas na densa rede hifal, ou a imagem esteja focada primariamente no
crescimento vegetativo. Todavia, a imagem ilustra a complexa e interligada rede de hifas
gue forma o micélio de Penicillium sp., evidenciando sua capacidade de crescimento
filamentoso e colonizac&o de superficies.

A estrutura morfolégica identificada para o fungo isolado est4 de acordo com o
trabalho de Ramos Suarez et al. (2025), os autores realizaram a identificacdo da
caracteristica microscopica em um aumento de 400x do corpo de frutificacdo do fungo e
dos esporos, sendo o patdégeno observado para identificacdo a nivel de género.
Segundo os autores, a microscopia realizada permitiu identificar o fungo Penicillium sp.
cujas caracteristicas identificadas, foram: micélio verde aveludado e corpo de frutificacdo
em forma de pincel. Este resultado corrobora com as mesmas caracteristicas
identificadas para o patégeno do atual estudo, confirmando sua veracidade em nivel de
género.

A andlise metagendmica da kombucha revelou uma predominéncia significativa
de bactérias e fungos que compdem a microbiota da bebida utilizada como biofilme
neste estudo. Observe os resultados dessa analise que expressa a abundancia de
diferentes microrganismos através do niumero de sequéncias detectadas. De acordo com
a figura 2A e 2B.
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Figura 2 — Metagenémica da kombucha. Bactérias (A) Fungos (B).

A @ Komagotaeibacter rhaeticus

Komagotaeibacter

@ Enterobacteriaceae bacterium

® Komagotaeibacter
Komagotaeibacter
Komagotaeibacter
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Sphingomonas
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Uncultured
@ Uncultured

®  Aspergillus

1000 2000

Numero de sequéncias

50 100
Numero de sequéncias

Fonte: Autora, 2026.

Conforme os resultados expressos no grafico 1A, o género com maior

predominancia na kombucha analisada € o género Komagotaeibacter, sendo a espécie

Komagotaeibacter rhaeticus a mais abundante, com aproximadamente 2800 sequéncias.

Seguido da espécie Komagotaeibacter europaeus, a segunda espécie mais abundante,

com cerca de 1600 sequéncias. Ja a bactéria Enterobacteriaceae bacterium, foi o

terceiro microrganismo mais abundante, expressando cerca de 800 sequéncias. As

demais espécies de Komagotaeibacter (saccharivorans, hansenii, intermedius) também

estdo presentes na kombucha, porém, em menor quantidade, variando de 500 a 100

sequéncias.

Bactérias dos géneros Acinetobacter Iwoffii, Acetobacter tropicalis, Sphingomonas

melonis, Sphingomonas leidyi também foram identificadas na kombucha, no entanto, em
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quantidades significativamente menores que 100 sequéncias. Logo, através do gréfico
foi possivel acordar que, a kombucha é dominada por espécies do género
Komagotaeibacter, entretanto, a presenca de outras espécies em menor quantidade
indica uma microbiota diversificada que em conjunto sdo responsaveis pelo processo de
fermentagdo da kombucha e formagdo da celulose denominada “SCOBY”. Sendo,
portanto, essas bactérias acéticas microrganismos essenciais para 0 processo de
fermentacédo da kombucha.

Todavia, para a analise de identificacdo de fungos presentes na kombucha, o
estudo mostrou a Pichiaceae sp. como o fungo mais abundante da kombucha,
apresentando cerca de 110 a 115 sequéncias. JA o Uncultured Phialosimplex foi o
segundo fungo mais prevalente, com aproximadamente 80 a 85 sequéncias. Em terceiro
foi identificado o fungo Uncultured com quase 65 a 70 sequéncias, € 0 menos detectado
foi o fungo Aspergillus keratitidis com cerca de 25 sequéncias. Em sintese, o estudo
identificou a Pichiaceae sp. como sendo o grupo fungico dominante na kombucha.
Seguido por Uncultured Phialosimplex e em menor proporc¢éao, Aspergillus keratitidis.

Com relagdo a metagendbmica da kombucha para bactérias, resultados
semelhantes foram encontrados por Pradhan et al. (2023), os autores evidenciaram o filo
Proteobacteria como dominante, com expressividade de 99%. Em nivel de espécie
observou-se, que Komagataeibacter rhaeticus (93%) e Gluconobacter oxydans (6%)
foram as espécies dominantes encontradas na bebida kombucha. Resultados similares,
também foram encontrados por outros autores como, Villarreal et al. (2020) e Gaggia et
al. (2019). Os autores identificaram as mesmas bactérias como dominantes na
kombucha preparada a partir do cha preto e do cha verde. Portanto, 0os géneros
bacterianos obtidos no atual estudo, estdo de acordo com os resultados encontrados na
literatura citada.

Kaashyap et al. (2021) identificaram 20 espécies bacterianas dominantes e 16
espécies de leveduras, dentre as quais se destacam o0s géneros Acetobacter,
Komagataeibacter, Gluconobacter, Bacillus e Starmerella, considerados os mais
proeminentes na kombucha. De acordo com os autores, no corpo humano, essas
espécies formam simbiose com cepas benéficas ao intestino, podendo inibir o

crescimento de microrganismos infecciosos. Além disso, explicam que os &cidos
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gluconicos sdo produzidos por Komagataeibacter tendo funcdo importante como
suplementos minerais para tratar hipocalcemia, hipomagnesemia e anemia. Ja o
Acetobacter € responsavel por produzir subprodutos como acido acético e acido
glicdnico, que séo eficazes na inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas comuns
em intoxicag&o alimentar.

Ja a metagendbmica realizada para identificacdo de fungos na kombucha,
apresentou resultados consistentes com os de Villarreal-Soto et al. (2020), os autores
identificaram a Pichiacea sp., Brettanomyces bruxellensis (62%) e Zygosaccharomyces
bailli (24%), como fungos predominantes da kombucha. Resultados parecidos foram
encontrados por WU et al. (2023), os autores identificaram Aspergillus,
Zygosaccharomyces e Derkella como géneros fungicos dominantes com abundancias
relativas média de 43,23% e 43,48% respectivamente. De acordo com o0s autores, 0
fungo Aspergillus é responsavel por conferir sabor especial e benéfico a saude. Assim
como, o Derkella, responsavel por produzir substancias aromatizantes na kombucha.
Todavia, os resultados encontrados por estes autores demonstram similaridade com os
resultados evidenciados neste estudo.

Nos ensaios in vitro com a kombucha frente ao Penicillium sp., os resultados
(Figuras 3, 4, 5) demonstraram ser promissores como medida alternativa a este
patogeno. Na figura 2, o grafico mostra o efeito inibitério da Kombucha em diferentes
concentracdes (50%, 60%, 70%, 80%, 100%) sobre o crescimento do fungo Penicillium

sp. ao longo do tempo, observe:

Figura 3 - Atividade fungistética in vitro da kombucha sobre Penicillium sp.

Kombucha

50%

60%

70%

80%

- _ . 100%

Controle Positivo
Controle Negativo

Crescimento %
& 8
1 1
innl

N
o
1

(=)
1

Tempo (Dias)
Fonte: Autora, 2026.
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Nos primeiros dias, todas as concentracdes de Kombucha e os grupos controle
mostraram um crescimento percentual do fungo relativamente baixo e semelhante,
variando aproximadamente entre 15% e 25%. A partir do dia 4, 0os grupos controle
positivo e controle negativo exibiram um aumento continuo e significativo no crescimento
do fungo ao longo do tempo. Uma vez que, no dia 10, o crescimento do fungo atingiu
cerca de 58% no controle positivo e aproximadamente 68% no controle negativo.

Em contrapartida, todas as concentracfes de Kombucha testadas mantiveram o
crescimento do Penicillium sp. em niveis consideravelmente mais baixos e estaveis.
Observe que, do dia 4 até o dia 10, o crescimento do fungo nos grupos tratados com
Kombucha permaneceu consistentemente abaixo de 35%, indicando um efeito de
inibicdo satisfatdria. Em termos de significancia estatistica, os asteriscos (*) indicam que
a partir do dia 4, as concentracbes de kombucha apresentaram diferenca
estatisticamente significativa no crescimento do fungo em comparagdo com 0S grupos
controle (Positivo e Negativo). Em analise ao gréfico, todas as concentracbes de
kombucha apresentaram efeito inibitério similar sobre o crescimento do Penicillium sp.

Este resultado demonstrou de forma estatisticamente significativa que a
Kombucha possui uma capacidade inibitéria eficaz e promissora sobre o crescimento do
fungo Penicillium sp. Este efeito foi evidente a partir do quarto dia e se mantém ao longo
dos 10 dias de observacdo, com todas as concentracoes testadas da Kombucha, sendo
eficazes na reducédo do crescimento fungico.

N&o ha registros na literatura pesquisada sobre o uso da kombucha em ensaios in
vitro no controle do fungo Penicillium sp., no entanto, De Souza et al. (2023) testaram a
kombucha no controle in vitro de Botrytis cinerea isolado de frutos de morangos. Os
autores testaram a kombucha nas concentracdes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25%, 0s
melhores resultados com relagdo ao crescimento micelial do fungo, foram identificados
nas concentragdes de 50% e 25%, com uma inibicdo de 88,9% e 46,7%. E quando estas
concentracoes foram aplicadas em frutos de morangos armazenados a 15°C os autores
notaram reducdo da deterioracdo externa. Os resultados dos autores comprovam a
eficacia da kombucha no controle biolégico de fungos patogénicos, tal como, resultado

encontrado para Penicillium sp.
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Matei et al. (2017) testaram a kombucha nos quatro fungos mais comuns que
afetam as uvas nas etapas de pré e pos-colheita, sendo, Botritys cinerea, Penicillium
expansum, Aspergillus flavus e Aspergillus carbonarius. A inibicdo mais significativa
estatisticamente comprovada pelos autores, foi observada para B. cinerea no qual a
kombucha proporcionou uma inibicdo de 55%, e a menos significativa foi notada para P.
expansum com apenas 8% de inibicdo. Para os demais, A. flavus e A. carbonarius a
kombucha ndo apresentou resultado estatisticamente significativo na inibicdo. Embora
os fungos estudados pelos autores sejam de géneros diferentes, 0S mesmos mostraram
qgue a kombucha apresenta potencial de inibicdo no controle de alguns géneros fungicos,
assim como, nos ensaios da kombucha frente ao Penicillium sp. investigados neste
estudo atual.

Além disso, Li et al. (2025) elucidam que, os microrganismos que formam a
comunidade microbiana da kombucha, principalmente em acdo conjunta
(Saccharomyces, Acetobacter e Lactobacillus) s&o responsaveis por produzirem
compostos bioativos. Esses compostos bioativos incluem etanol e acidos organicos
(acido aceético, acido glucénico, acido glucurdnico) que estao inteiramente relacionadas
as propriedades de sabor e aos efeitos benéficos a salde da microbiota da kombucha.
Outros atributos importantes, sdo as bacteriocinas, proteinas, enzimas e 0s compostos
fendlicos que contribuem significativamente com as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas que caracterizam a kombucha.

De acordo com Senthilkumar et al. (2026), o efeito antibacteriano da kombucha
esta diretamente relacionado ao seu ambiente acido (pH ~ 2,5-3,5) produzido por acidos
organicos durante a fermentagdo. Explicam que, esses &cidos (acético, glucénico,
glucurénico) sao responsaveis por comprometerem a integridade da membrana celular
impedindo a atividade metabdlica. Aléem disso, a kombucha é caracterizada por um pH
baixo contendo uma variedade de componentes bioativos, como enzimas, proteinas,
fendlicos e bacteriocinas, que potencializam suas propriedades bacteriostaticas e
bactericidas. Ja as bacteriocinas tem o potencial de alterar a membrana,
comprometendo o ion potassio e o ATP, induzindo a incapacidade da célula de equilibrar
o pH intracelular. Essas caracteristicas indutoras de inibicdo presente na kombucha,

explicam o fator inibicdo encontrado para o fungo Penicillium sp. nos ensaios in vitro.
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O resultado a seguir evidencia o potencial de diferentes concentragdes de gelatina
(1%, 2%, 3%, 4%, 5%) em inibir o crescimento do fungo Penicillium sp. Observe a figura
4, abaixo:

Figura 4 - Atividade fungistatica in vitro da gelatina sobre Penicillium sp.
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Fonte: Autora, 2026.

Inicialmente no dia 2 ndo ha diferencas notaveis entre as diferentes
concentragdes de gelatina e os controles positivo e negativo. Sendo o crescimento de
Penicillium sp. baixo em todos os grupos (aproximadamente 18-20%). J& nos dias 4, 6 e
8 as concentragdes de gelatina mostram um crescimento de Penicillium sp. considerado
ligeiramente menor ou comparavel ao do controle negativo. O crescimento do fungo
aumenta nesses dias para todos o0s grupos, exceto o controle positivo (fungicida
comercial).

Assim sendo, no dia 10 foi possivel observar uma diferenga mais clara. Todas as
concentracbes de gelatina resultam em um crescimento de Penicilllum sp.
significativamente menor (variando de aproximadamente 50% a 55%) em comparacao
com o controle negativo (que esta em cerca de 65-70%). Este resultado pode ser
confirmado pela marca de significancia estatistica (*) associada ao controle negativo,
indicando uma diferenca estatisticamente significativa em compara¢cdo com 0S outros
grupos tratados com gelatina nesse ponto.

De modo geral, o grafico demonstra que a gelatina, em todas as concentracdes
testadas, exerce um efeito inibitério sobre o crescimento de Penicillium sp. com uma

inibicAo mais pronunciada e estatisticamente significativa no décimo dia, onde os
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tratamentos com gelatina conseguem manter o crescimento do fungo em um nivel
consideravelmente inferior ao controle negativo. Isso confirma que a gelatina tem um
efeito inibitorio significativo sobre o fungo Penicillium sp., especialmente quando
comparado ao controle negativo.

N&o h& estudos na literatura pesquisada, que comprovem a aplicacdo da gelatina
como método de controle do fungo Penicillium sp., isso demonstra que o estudo atual é
uma novidade no que tange a realizacdo do primeiro ensaio in vitro com gelatina no
controle do patégeno. Sendo, portanto, um resultado promissor, no qual mais estudos
devem ser realizados visando a testagem em ensaios com dosagens maiores, uma vez
gue, as concentracdes testadas proporcionaram inibicdo, porém, ndo tanto quanto o
esperado. Todavia, estudos proeminentes demonstram potencialidade no uso da
gelatina como fonte de biofilme aplicado em diversas frutas comercializadas no Brasil.

A seguir, tem-se o resultado da combinag&o da kombucha com gelatina (1%) em
diferentes concentracbes (50%, 60%, 70%, 80%, 100%) sobre o crescimento do fungo

Penicillium sp. ao longo do tempo conforme representado na figura 5. Note:

Figura 5 - Atividade fungistética in vitro kombucha + gelatina (1%) sobre Penicillium sp.
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Fonte: Autora, 2026.

A principio, no Dia 0, ndo foi observado crescimento fungico em nenhum dos
grupos, conforme esperado. No dia 2, todas as amostras, incluindo os controles e os
tratamentos com Kombucha, exibiram um crescimento fungico semelhante e
relativamente baixo, variando entre 20% e 25%. Este padrdo sugere que a colonizagéo

inicial por Penicillium sp. ndo foi imediatamente afetada com o tratamento.
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No entanto, a partir do dia 4, o crescimento fangico comecou a divergir
significativamente entre os grupos. Os grupos tratados com as diferentes concentracdes
de Kombucha + Gelatina (1%) (50%, 60%, 70%, 80% e 100%) mantiveram um
crescimento flngico substancialmente menor em comparag¢do com o Controle Negativo.
A analise estatistica (ANOVA) indicada pelos asteriscos (*), confirmou que, a partir do
dia 4, o crescimento do Penicillium sp. nos grupos tratados com Kombucha + Gelatina
(1%) foi estatisticamente menor do que no Controle Negativo.

Essa tendéncia de inibicAo se acentuou e manteve-se consistente nos dias
subsequentes. Uma vez que, nos dias 6, 8 e 10, os grupos tratados com Kombucha +
Gelatina (1%) continuaram a exibir os menores niveis de crescimento fungico, com
percentuais variando aproximadamente entre 35% e 40%. Em contraste, o Controle
Positivo apresentou um crescimento progressivamente maior, atingindo cerca de 50-60%
no dia 10. Do mesmo modo, o Controle Negativo demonstrou o maior crescimento
fungico, atingindo quase 90% no dia 10, evidenciando a viruléncia do Penicillium sp. na
auséncia de tratamento.

Baseado nisso, a significancia estatistica (*) confirmou que os tratamentos com
Kombucha + Gelatina (1%) foram consistentemente mais eficazes na inibicdo do fungo
do que ambos os controles a partir do dia 6. Adicionalmente, o Controle Positivo
apresentou um crescimento estatisticamente inferior ao Controle Negativo a partir do dia
6, sugerindo que o fungicida quimico utilizado ndo apresentou potencial em inibir o
crescimento do fungo, sendo a Kombucha + Gelatina (1%) mais eficaz que o controle
guimico adotado como Controle Positivo no ensaio realizado.

Um achado notavel nesse estudo, € a auséncia de uma clara relacdo dose-
resposta entre as diferentes concentragcdes de Kombucha testadas (50%, 60%, 70%,
80%, 100%). Uma vez que, todas as concentracbes de Kombucha + Gelatina (1%)
demonstraram um grau similar de inibicdo do crescimento de Penicillium sp. ao longo
dos 10 dias de observacdo. Isso sugere que, dentro da faixa testada, mesmo as
concentracbes mais baixas de Kombucha foram suficientes para desencadear um efeito
antifingico, ou que o efeito maximo de inibicdo foi atingido e ndo se observou um

aumento adicional de eficacia com concentragdes mais elevadas.
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Esse comportamento sugere a ocorréncia de um efeito limiar, no qual
concentracbes a partir de 50% ja seriam suficientes para promover o efeito antifingico
observado. Esse padrédo pode estar associado a saturacdo dos alvos biolégicos do
patdégeno, resultante da acdo de metabdlitos antimicrobianos presentes na kombucha,
como acidos organicos e compostos fendlicos. Além disso, a interagdo com a gelatina
pode influenciar a difusdo e disponibilidade desses compostos, resultando em respostas
semelhantes entre as concentragcdes. Pois, de acordo com Battikh et al. (2012), esse tipo
de resposta nédo linear € comum em sistemas biolégicos complexos e ja foi descrito em
estudos envolvendo compostos naturais com atividade antimicrobiana.

Em suma, os dados deste estudo demonstram que a combinacdo de Kombucha
com 1% de gelatina € uma estratégia eficaz na inibicdo do crescimento do fungo
Penicillium sp. O efeito inibitério foi estatisticamente significativo em comparagdo com 0s
controles positivo e negativo, podendo ser constatado no periodo de 10 dias de
avaliacdo. A estabilidade de inibicdo em todas as concentracdes de Kombucha testadas,
se mostrou promissora, pois, indica que concentracbes mais baixas podem ser
igualmente eficazes, o que poderia ter implicagcbes na otimizacdo de custos e na
aplicabilidade.

Portanto, estes resultados indicam ainda, o potencial da Kombucha + Gelatina
(1%) como um biofungicida ou revestimento protetor para frutas citricas, oferecendo uma
alternativa mais natural ou complementar aos tratamentos convencionais como 0s
guimicos para o controle de doencas pos-colheita causadas por Penicillium sp.

Em toda a literatura pesquisa, ndo ha metadados com registro de uso da
kombucha + gelatina (1%) sendo empregada no controle in vitro de Penicillium sp.,
sendo, portanto, este o primeiro registro literario do ensaio realizado. Deste modo, pode
se afirmar que, os resultados indicam que a kombucha individual ou associada a gelatina
(1%) € uma fonte alternativa de controle biolégico do fungo Penicillium sp., agente
causal do mofo verde em frutos de laranja.

Alguns estudos como o de Valiyan et al. (2021), esclarecem um dos mecanismos
mais importantes pelo qual a kombucha exerce acao antimicrobiana. De acordo com 0s
autores, esse fator estd diretamente relacionado com a produgdo de &cidos orgéanicos,
principalmente o acido acético produzido durante a fermentagdo. Segundo relatos, o
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efeito antimicrobiano exercido pelo &cido acético é atribuido a sua capacidade de
diminuir o pH tanto em condicdes intra e extracelulares, alterando, portanto, o transporte
e a integridade da membrana celular, bem como, a atividade enzimética, induzindo até
mesmo a precipitacdo de proteinas citoplasmaticas. Além do acido acético e outros
acidos organicos, os autores citam outros compostos biologicamente ativos, como
polifendis, proteinas, bacteriocinas e enzimas, que podem contribuir para a atividade
antimicrobiana da Kombucha.

Darbandi et al. (2022) ressalvam que, as bacteriocinas atuam formando poros e
rompendo a integridade da membrana da célula-alvo, levando a morte celular. Todavia,
0s autores explicam que, as bactérias do acido latico (BAL) sdo conhecidas por
produzirem bacteriocinas com caracteristicas que as tornam ideais para a inativacao de
patégenos, compreendendo seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, tolerancia
ao pH e ao calor e natureza ndo toxica. Contudo, a compreensdo do principal
mecanismo de acdo da kombucha, elucida o potencial fungistatico da mesma validado
nos ensaios in vitro frente ao Penicillium sp.

Importante ressaltar que, a kombucha apresenta um mecanismo de acédo mdltipla,
enquanto que o controle quimico possui um mecanismo de acao especifico. Bai et al.
(2024), explicam que, o tiofanato-metilico age ligando-se as subunidades da B-tubulina,
interferindo na organizacdo dos microtubulos e interrompendo processos celulares
essenciais, como mitose, divisdo celular e transporte intracelular, impedindo assim, o
crescimento micelial. Esse mecanismo especifico contrasta com a acdo multifatorial da
kombucha, que envolve acidificacdo do meio e acdo sinérgica de metabdlitos bioativos.
Essa diferenca pode explicar a auséncia de uma dose-resposta observada no presente
estudo, uma vez que fungicidas sintéticos apresentam alvos especificos, enquanto
sistemas naturais atuam por multiplas vias.

Nos ultimos anos, estudos tem relatado a diminuicdo de eficicia do tiofanato-
metilico. Chen et al. (2025) relatam que, embora o fungicida desempenhe seu efeito
biocida inibindo o complexo da succinato desidrogenase (SDH) na cadeia respiratéria
mitocondrial, interrompendo assim 0 metabolismo energético e consequentemente
paralisando a reprodugéao e o crescimento do fungo. Ainda assim, o modo de agao do

sitio Unico o torna eminentemente susceptivel ao desenvolvimento de resisténcia,
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permeada principalmente por mutagdes pontuais no gene tub2, que codifica a B-tubulina,
essas mutacfes diminuem a afinidade de ligacdo entre o fungicida e seu sitio alvo,
levando a um controle ineficaz do patdgeno.

O gréfico abaixo (Figura 6) apresenta os resultados do estudo sobre a acéo
preventiva da Kombucha (50%, 60%, 70%, 80%, 100%) frente ao fungo Penicillium sp.,

avaliando a AACPD (Area Abaixo do Progresso da Doenca) em frutos de laranjas.

Figura 6 - Area Abaixo do Progresso da Doenca (AACPD) em frutos de laranjas tratadas

com Kombucha.
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Fonte: Autora, 2026

Os resultados expressos acima mostram que, o Controle Negativo (CN)
apresentou maior AACPD, aproximadamente 95 (indicado pela barra preta). No entanto,
para todas as concentracfes de kombucha n&o houve barras visiveis no grafico, sendo
este, um indicativo de que a AACPD foi zero. Isso sugere uma inibicdo completa do
crescimento do fungo Penicillium sp. em todas as concentracdes testadas. Ja o grupo
controle positivo (CP) apresentou uma AACPD de aproximadamente 50 (indicado pela
barra azul), o ideal para este grupo, o ndo desenvolvimento da doenca, uma vez que,
estes frutos identificados como Controle Positivo, foram tratados com fungicida quimico
de uso convencional. Porém, o fungicida quimico nao foi capaz de prevenir a ocorréncia

da doencga, conforme observado.
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Os resultados demonstram que a Kombucha teve um efeito preventivo altamente
significativo sobre o crescimento do fungo Penicillium sp., em frutos de laranjas. Observe
gue todas as concentracoes (50%, 60%, 70%, 80%, 100%) testadas resultaram em uma
supressao total da progressao da doenca, diferindo do Controle Negativo (CN) que teve
alta progressdo da doenca, superando também, o Controle Positivo (CP), que
apresentou uma progressao intermediaria da doenca. Logo, este estudo se mostrou
promissor ao confirmar o potencial do efeito preventivo proporcionado pela Kombucha
sobre a ocorréncia do fungo Penicillium sp. em frutos de laranjas.

Para os ensaios in vivo a kombucha apresentou resultados altamente promissores
ao proporcionar controle efetivo da doenca, com auséncia de sintomas observaveis nos
frutos, evitando a contaminacdo e desenvolvimento do mofo verde ocasionado por
Penicillium sp. Este resultado, se difere dos ensaios realizados por Junior et al. (2022),
0s autores testaram a kombucha (25%, 50%, 75% e 100%) no controle preventivo de
Rhizopus sp. em frutos de morangos sob diferentes temperaturas (25°C e 17°C),
contudo, para este fungo a kombucha n&o apresentou potencial preventivo, a doenga se
desenvolveu em todos os frutos tratados. Essa diferenca entre os resultados,
potencializa a ideia de que a kombucha é um método eficaz no controle do fungo
pertencente ao género Penicillium sp., todavia, mais estudos podem ser realizados a fim
de investigar a individualidade de cada patégeno.

Ja o estudo de Tan et al. (2019) demonstrara similaridade, corroborando com os
resultados do estudo atual, os autores testaram a kombucha na conservacao pos-
colheita de peras. As peras da variedade Hosui foram imersas na kombucha por 15 min
e armazenadas em temperatura ambiente por 18 dias. ApGs esse periodo, 0s resultados
demonstraram que a kombucha prolongou a vida 0til das peras, e a qualidade do grupo
de peras tratadas foi 1,5 vezes maior do que a do grupo controle. De acordo com 0s
autores, esse resultado indica que a kombucha pode inibir a transformacdo de
polissacarideos (amido e pectina), e retardar a degradagdo de nutrientes na fruta,
resultando na reducdo da taxa de perda de peso, inibicdo da peroxidacao lipidica da
membrana, reducdo do teor de malondialdeido (MDA), da condutividade elétrica, da
manutengao da estabilidade da membrana celular e retardo da senescéncia da pera.

Além disso, os autores descreveram ainda que, a kombucha pode inibir o teor de H,0, e

30



https://doi.org/10.66104/e850zd09

Received: 13/01/2026 - Accepted: 27/04/2026
Vol: 13.07

DOI: 10.66104/e850zd09

ISSN 2178-6925 Pages: 1-37

aumentar a atividade da peroxidase (POD) e da dismutase (SOD), intensificando a
estabilidade da fruta durante o armazenamento.

Desta forma, podemos associar esse mecanismo de acdo da kombucha citado
pelos autores, aos resultados encontrados para a Kombucha aplicada nas frutas de
laranja no atual estudo. No qual a kombucha se mostrou fonte promissora com potencial
acao biofungicida, associado a uma qualidade de biofiime na cobertura de frutos de
laranja, protegendo-os ao ataque de Penicillium sp. e aumentando a vida atil dos
mesmos.

O grafico abaixo (Figura 7) ilustra os resultados do estudo que investigou o efeito
preventivo da kombucha (100% e 50%) em um confronto direto (estudo de interacao)

com o fungo Penicillium sp. em frutos de laranja.

Figura 7 - Area Abaixo do Progresso da Doenca (AACPD) em um confronto direto com

frutos de laranjas.
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Fonte: Autora, 2026.
A barra que ilustra o fruto doente, apresenta um valor de AACPD de

aproximadamente 800, o mais alto nivel de progressdo da doenca. Sendo este, o fruto
contaminado submetido ao confronto/contato direto com os frutos que receberam as
concentracdes de 100% e 50% de kombucha. Desta forma, a auséncia de barra para as
concentracdes testadas, sugere fortemente que a progressdo da doenca (AACPD) foi
zero, tanto nas concentracdes de 100% quanto nas de 50% de Kombucha. Sendo esta,

a principal evidéncia de eficacia da Kombucha com um efeito preventivo considerado
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significativo. Para o fruto zero, ou seja, fruto sem tratamento nenhum, o valor da AACPD
foi de aproximadamente 311, com uma barra de erro associada indicando variabilidade.
Comprovando que os frutos sem tratamento foram infectados por Penicillium sp.

Portanto, as concentragdes de Kombucha demonstraram um efeito preventivo
significativo contra o crescimento de Penicillium sp. em frutos de laranjas. Indicando que
a Kombucha foi eficaz em inibir o desenvolvimento fuangico, uma vez que, a progressao
da doenca foi zero sob essas condi¢cdes de tratamento. Visto que, o fruto doente serve
como um ponto de referéncia no que tange a severidade da doencga. Assim como, o fruto
zero que apresentou um nivel intermediario no desenvolvimento da doenga conforme o
esperado. Logo, neste estudo de interacdo por meio de um confronto direto similar a um
ambiente onde os frutos sdo comercializados, a kombucha nas concentracdes testadas
se mostrou eficaz na protecdo dos frutos de laranjas, evitando a contaminagcdo por
Penicillium sp., um patégeno que se dispersa facilmente, uma vez que se tenha frutos
doentes em contato com frutos sadios, sendo, portanto, evidenciado a eficacia da
kombucha como uma fonte alternativa de controle biolégico e ao uso de fungicidas
guimicos.

Os autores Junior et al. (2022), testaram a kombucha nas concentragdes de 50%
e 100% em morangos no ensaio de confronto direto com o fungo Rhizopus sp. E
comprovaram que a kombucha néo foi eficaz na protecdo dos frutos contra o ataque
deste patdgeno, resultando em uma contaminacao total dos frutos de morangos. Este
resultado, se difere do alcancado para a kombucha quando aplicada em frutos de
laranja, conforme demonstrado neste estudo, pois, a kombucha protegeu os frutos e
evitou a contaminagao por Penicillium sp. ficando evidenciado a potencialidade da
kombucha como fonte promissora na aplicacdo preventiva em frutas de laranjas.

Logo, o estudo elucidou sobre o potencial da kombucha como fonte promissora de
controle biolégico, tal como, um biofungicida natural e de fonte renovavel, que atua na
preservacdo do mecanismo fisioldgico e preservacdo da qualidade pés-colheita de frutas
de laranja. Além disso, a kombucha se destacou por aumentar a vida util das frutas de
laranja e proteger contra infeccdo por Penicillium sp. Tal resultado, pode contribuir a

evitar perdas significativas, além de expandir o mercado comercial da fruta.
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5. Concluséao

A microbiota da kombucha apresentou uma composicdo caracteristica, com
predominancia dos taxons Komagotaeibacter e Pichiaceae sp. Os ensaios in vitro
demonstraram potencial atividade antifingica, sendo o crescimento de Penicillium sp.
efetivamente inibido tanto pela bebida isolada quanto em associacdo a gelatina. Essa
eficacia foi corroborada pelos testes in vivo, nos quais a kombucha controlou
significativamente o mofo verde e exerceu uma acao protetiva nos frutos em condi¢des
simuladas de comercializacdo. Esses resultados fazem da kombucha uma alternativa
biofungicida promissora, embora estudos complementares sejam necessarios para
avaliar o impacto do tratamento sobre as propriedades fisico-quimicas e nutricionais das

laranjas.
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