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RESUMO

A kombucha é uma bebida milenar, com efeito probiotico, popularmente associada a
propriedades benéficas curativas e de bem-estar. E produzida por meio da
fermentacao do cha verde ou preto em simbiose com uma pelicula celuldsica flutuante
que € composta de bactérias e leveduras. Por conter 4cidos organicos, como o acético
e catequinas em seu liquido, possui capacidade de inibir o crescimento de bactérias
Gram-positivas e negativas. Em virtude desta relagéo, este estudo pretendeu avaliar
a acao antimicrobiana dos sobrenadantes da kombucha produzida de forma caseira e
de uma marca de kombucha comercializada em Ouro Preto — MG, frente a
microrganismos patogénicos e deteriorantes de alimentos. A atividade antimicrobiana
foi verificada por meio da técnica de ensaio de difusdo em 4gar adaptada, método de
difusdo em disco e microdiluicdo. As cepas testadas pertencem ao banco de culturas
do laborat6rio de microbiologia de alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade
Federal de Ouro Preto. Foram utilizadas as cepas de Escherichia coli ATCC 10536;
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028, Bacillus
cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus
ATCC 14458. Os testes realizados pelas duas primeiras técnicas ndo demonstraram
nenhum grau de inibicdo frente aos microrganismos testados, mas a técnica de
microdiluicdo utilizando o sobrenadante dos microrganismos isolados dos dois tipos
de Kombucha apresentou resultados de inibicdo. Os sobrenadantes de leveduras
foram capazes de inibir, em diferentes tempos, as bactérias E. coli, Salmonella, S.
aureus e B. cereus, com melhores resultados para a kombucha comercial, ja que a
caseira ndo inibiu a E. coli. Os sobrenadantes das bactérias acido laticas tiveram um
potencial antimicrobiano muito baixo com inibicdo em apenas um tempo da E. coli e
Salmonella (sobrenadante da kombucha comercial) e inibicdo também em apenas um
tempo, de S. aureus pelo sobrenadante da kombucha caseira. Embora tenha sido
identificado um potencial antimicrobiano dos microrganismos isolados, sugere-se a
continuidade das andlises, visando a identificacdo completa dos isolados e dos
compostos presentes nos sobrenadantes para melhor compreensdo de seus
mecanismos de inibicao.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Bactérias. Fermentacdo. Leveduras. Probidticos.



ABSTRACT

Kombucha is an ancient drink, with a probiotic effect, popularly associated with
beneficial healing and well-being properties. It is produced by fermenting green or
black tea in symbiosis with a floating cellulosic film that is composed of bacteria and
yeast. Because it contains organic acids, such as acetic acid and catechins in its liquid,
it has the ability to inhibit the growth of Gram-positive and negative bacteria. Due to
this relationship, this study aimed to evaluate the antimicrobial action of the
supernatants of kombucha produced at home and of a brand of kombucha
commercialized in Ouro Preto - MG, against pathogenic and food spoilage
microorganisms. The antimicrobial activity was verified using the adapted agar
diffusion test technique, disc diffusion method and microdilution. The strains tested
belong to the culture bank of the food microbiology laboratory of the School of Nutrition
at the Federal University of Ouro Preto. The strains of Escherichia coli ATCC 10536;
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Bacillus
cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 7644 and Staphylococcus aureus
ATCC 14458. The tests carried out by the first two techniques did not demonstrate any
degree of inhibition against the microorganisms tested, but the microdilution technique
using the supernatant of the isolated microorganisms of the two types of Kombucha
showed inhibition results. Yeast supernatants were able to inhibit, at different times, E.
coli, Salmonella, S. aureus and B. cereus bacteria, with better results for commercial
kombucha, since homemade kombucha did not inhibit E. coli. The lactic acid bacteria
supernatants had a very low antimicrobial potential with only one time inhibition of E.
coli and Salmonella (commercial kombucha supernatant) and also only one time
inhibition of S. aureus by the homemade kombucha supernatant. Although an
antimicrobial potential of the isolated microorganisms has been identified, it is
suggested that the analyzes continue, aiming at the complete identification of the
isolates and the compounds present in the supernatants for a better understanding of
their inhibition mechanisms.

Keywords: Antimicrobials. Bacteria. Fermentation. Yeasts. Probiotics
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1 INTRODUCAO

A Kombucha ou kombuché é uma bebida probidtica de origem asiatica, levemente
alcodlica e efervescente, adocicada e fermentada. E tradicionalmente preparada a
partir da infusdo das folhas da planta Camellia sinensis (cha verde ou preto), adocado
e fermentado com a adi¢gdo do SCOBY - Symbiotic Colony Of Bacteria and Yeast
(SANTOS, 2016). O SCOBY é também conhecido como “Kombucha mée”, “cogumelo
manchuriano”, “fungo japonés” ou Medusomyces gisevii (KAPP; SUMNER, 2019). O
registro mais antigo de consumo de Kombucha aponta o ano de 220 a.C, no nordeste
da China, durante a dinastia Tsin ("Ling Chi"), por suas propriedades desintoxicantes
e energizantes (JAYABALAN et al., 2014; DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

No Brasil, hA o consumo da bebida tanto preparada de forma caseira como
também de forma comercial. Assim, o Ministério da Agricultura e Abastecimento
(MAPA) publicou a Instrugdo Normativa (IN) n° 41, de 17 de setembro de 2019 que
estabelece o padrao de identidade e qualidade da bebida que se aplica somente a
kombucha submetida a processos industriais tecnologicamente adequados e
destinada ao consumo humano como bebida (BRASIL, 2019).

O conjunto microbiano que a compde ndo é exato, podendo variar pela fonte do
in6culo usado e das condicdes de preparo e armazenamento. As bactérias
predominantemente encontradas sdo as acéticas, principalmente dos géneros
Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, e também as laticas, como
Lactobacillus e Lactococcus. As leveduras principais pertencem aos géneros:
Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces,
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Torulospora, Kloeckera/ Hanseniaspora, Pichia,
Torula, Torulopsis, Mycotorula e Mycoderma. Geralmente, esses microrganismos
apresentam caracteristicas osmotolerantes, fermentativas e produtoras de acido
(SANTOS, 2016, CHAKRAVORTY et al., 2016).

A comunidade microbiana do kombucha consiste em bactérias e leveduras que
prosperam em dois compartimentos mutuamente ndo exclusivos, a parte liquida e o
biofilme, formado de celulose bacteriana flutuando sobre ele, que é responsavel pela
fermentacdo (CHAKRAVORTY et al.,, 2016). Os principais componentes da fase
liguida s&o o acido acético, etanol e acido gluconico. Outros constituintes menores,
como acido latico, acido glucurdnico, acidos fendlicos, grupo vitamina B e enzimas
também estdo presentes (BATTIKH et al., 2012).
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Existem diferencas na composicao e na atividade biolégica do kombucha, devido
a variedade e quantidade de folhas utilizadas, concentracdo e escolha do acgucar,
tempo de fermentacéo e composi¢cao do SCOBY (JAYABALAN et al., 2014). De
acordo com Jayabalan et al. (2014) o procedimento padréo segue 0s passos descritos
de forma resumida: (i) ferver 1 litro de agua de torneira; (ii) durante a ebulicdo,
acrescentar 50 g de sacarose; (iii) acrescentar 5 gramas de folhas de cha e remové-
las por filtragdo ap6s 5 minutos; (iv) despejar o liquido num recipiente esterilizado com
agua fervente; (v) esperar até que o liquido arrefeca a temperatura ambiente (20°C),
(vi) acrescentar 24 g de SCOBY no recipiente; e (vii) cobri-lo com uma toalha de papel
para protegé-lo contra os insetos.

A kombucha s&o atribuidos diferentes beneficios a salde tais como atividade
antioxidante in vitro e in vivo (SUN; CHEN, 2015); acao probittica (WATAWANA et al.,
2015); efeito hipoglicemiante (ZUBAIDAH et al., 2018); potencial anticarcinogénico
(WATAWANA et al., 2015); potencial antibacteriano e antifingico (BATTIKH; KAMEL,
2012). Sobre o papel como antimicrobiano, foi evidenciado por pesquisas a
capacidade de inibicdo de crescimento de microrganismos como Helicobacter pylori,
Escherichia coli, Entamoeba cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus,
Aeromonas hydrophila, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Shigella
sonnei, Leuconostoc monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni e
Candida albicans (SREERAMULU et al., 2000; SANTOS, 2016).

Para impedir o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos em
alimentos, varias técnicas de preservacdo, como tratamento térmico, salga,
acidificacdo e secagem sdo aplicadas pela industria de alimentos (DAVIDSON,;
TAYLOR, 2007). Nos dultimos anos, por causa da maior conscientizacdo e
preocupacao dos consumidores com a utilizacao de aditivos quimicos em alimentos,
houve um maior interesse por uso de antimicrobianos naturais. Para inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis nos alimentos, os antimicrobianos
podem ser adicionados diretamente a formulacédo do produto, revestir a superficie ou
ser incorporado ao material de embalagem. A incorporacéo direta de agentes ativos
resulta em uma redugcdo imediata, em curto prazo, de populagbes bacterianas,
enquanto os filmes antimicrobianos podem manter uma atividade por um longo
periodo de tempo (HANUSOVA et al., 2009).
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A capacidade da kombucha de inibir o crescimento de microrganismos patdégenos
¢ atribuida ao seu baixo pH, a presenca de acidos organicos, especialmente do acido
aceético e catequinas, também conhecidos por inibir o crescimento de uma série de
bactérias Gram-positivas e negativas, assim como outras substancias que séo
produzidas durante sua fermentacdo, como o etanol (WATAWANA et al., 2015).
Battikh et al. (2012) demonstraram também que a atividade antimicrobiana alcancada
pela kombucha néo foi apenas em funcdo da presenca de &cido acético ou outros
acidos organicos. Outros componentes biologicamente ativos poderiam estar
envolvidos na atividade observada como bacteriocinas, proteinas e enzimas além dos
compostos fendlicos derivados do cha (BATTIKH et al., 2012).

Diante do exposto, a andlise da acdo antimicrobiana de kombucha originaria
do preparo caseiro e de kombucha comercializada na cidade de Ouro Preto-MG,
contra microrganismos patogénicos comumente encontrados em alimentos contribuira
para a ampliacdo do conhecimento sobre a bebida e servird de subsidio para a
aplicacdo na area alimentar, com a possibilidade de uso como um antimicrobiano

natural.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada, gaseificada naturalmente, com sabor
de ch4, pouco adocicada e 4cida. Este produto é resultante da fermentacdo de cha
adocicado que pode ser preto ou verde. A fermentacdo € promovida por culturas
simbidticas de bactérias e leveduras que recebe a denominacdo de SCOBY
(PALUDO, 2017).

O SCOBY consiste em um biofilme flutuante sob o cha. Ele é composto de
bactérias e leveduras que realizam atividades bioquimicas no decorrer do processo
de fermentacdo com o ch4, levando a producéo de acidos organicos, etanol, vitaminas
hidrossollveis e outros micronutrientes (JAYABALAN, 2016; SANTOS, 2018).

Historicamente, os primeiros indicios de consumo de kombucha foram
documentados na China, Russia e Alemanha. H& 200 aC, o consumo da bebida
kombucha foi relatado no periodo da Dinastia Tsin na Manchuria, por conter supostas
propriedades magicas. Sua fama se estendeu e, devido as rotas de comércio, 0
consumo da kombucha foi difundido pela Russia e Europa Oriental. Na Russia, o cha
era popularmente consumido para tratamento de doencas metabolicas, hemorroidas
e reumatismo. Seu consumo aumentou devido a facilidade de ser produzida em casa
e aos crescentes relatos de beneficios a saude. Porém, apenas alguns estudos
comprovaram a agao de sua atividade antimicrobiana in vitro e in vivo (testes em
ratos). Além dos efeitos desejaveis, também houve casos prejudiciais documentados,
como relatos de tontura e ndusea apds o consumo, envenenamento por chumbo e
toxidade gastrointestinal. H& relato de um casal que bebeu cha de kombucha por 6
meses, preparado em uma panela de ceramica, e teve envenenamento por chumbo
sintoméatico. Apesar disso, 0s casos relatados de toxidade por consumo de kombucha
foram muito isolados, sem estudos que evidenciassem seus potenciais de toxicidade
e patologias (JAYABALAN et al., 2014).

2.1.1 Composigao quimica e microbiologica da kombucha

A composi¢cdo da kombucha é influenciada por varios fatores como as

condicdes de fermentagdo (tempo e temperatura); espécies microbianas presentes;
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concentracdo inicial de microrganismos no inéculo; tipo de cha utlizado e a
concentracdo inicial de substrato (acucar) e os métodos analiticos usados para a
quantificacdo (JAYABALAN et al., 2014; LEAL et al., 2018).

A composicao quimica de kombucha inclui ndo apenas os polifendis liberados
das folhas de cha, mas também uma gama de metabdlitos benéficos gerados pelas
atividades das bactérias e leveduras do SCOBY durante o processo de fermentacéao,
como acidos organicos, vitaminas, nitrogénios organicos, enzimas, minerais e outras
substancias (LEAL et al., 2018). Na TAB. 1 encontram-se as principais substancias
guimicas encontradas em kombuchas a partir de diferentes estudos.

A microbiota da kombucha encontra-se dispersa no liquido e acomodada no
SCOBY que ¢€ a pelicula celulésica, flutuante, de forma bifasica, sob a fase liquida do
cha acido. A cada preparacdo de kombucha, uma nova pelicula é produzida. As
peliculas formam-se por camadas, de baixo para cima, sendo que a do topo € sempre
a mais recente. As bactérias e leveduras responsaveis pela fermentacao da kombucha
estdo alojadas no SCOBY. A composicédo exata dos microrganismos presentes na
kombucha é variavel, sendo dependente da sua origem (JAYABALAN et al., 2014).

De acordo com uma revisao sobre os aspectos microbiolégicos da kombucha
feita por Greenwalt et al. (2000), haviam sido identificadas as bactérias Acetobacter
xylinum (como produtora inicial do SCOBY), Acetobacter aceti, Acetobacter
pasteurianus e Gluconobacter. As bactérias predominantes na kombucha sdo as
acéticas, pertencentes principalmente aos géneros Acetobacter, Gluconobacter e
Gluconacetobacter (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; JAYABALAN et al., 2014).

Marsh et al. (2014) investigaram a populacdo bacteriana de varias culturas de
kombucha de diferentes origens e verificaram que os géneros bacterianos dominantes
nas amostras analisadas foram Acetobacter e Gluconacetobacter, sendo que este
altimo era predominante. Também foram detectadas bactérias do acido lactico como
Lactobacillus e Lactococcus, e, possivelmente, os lactobacilos sdo os Lactobacillus

kefiranofaciens subsp. kefirgranum.



Quadro 2: Composicéo quimica de kombuchas.

Componentes

Substancias

Referéncias

Acidos organicos

Acidos acético; latico; citrico;
glucénico; glucurdnico; malico;
tartarico;  succinico;  piravico;

oxalico; butirico

YAVARI et al. (2011); YANG
et al. (2010); JAYABALAN et
al. (2007); 4. MALBASA et al.
(2011)

Catequinas, cafeina, teaflavina,

JAYABALAN et al. (2007);

Polifénois MORSHEDI et al. (2010);
tearubiginas, galotaninos SHARMA et al. (2007)

MALBASA et al. (2011);

Vitaminas Vitamina B1, B2, B6, B9, B12, C | BAUER-Petrovska et al.

(2000); Vitas et al. (2013)

Aminoacidos

Isoleucina; leucina; lisina;
metionina; fenilalanina; treonina;
valina; triptofano; alanina;
arginina; acido aspartico; cisteina;
acido glutamico; glicina; histidina;

prolina; serina; tirosina

JAYABALAN et al. (2010)

Manganés; ferro; niquel; cobre;

BAUER-PETROVSKA et al.

Outras substancias

alcaloides, purinas, lipidios, acido
D-sacarico-1,4-lactona (DSL),

diéxido de carbono

_ _ zinco; cobalto, nitrato; fosfato;
Minerais . o I od (2000); CHU; CHEN (2006);
sulfato; brometo; cloreto; iodeto; | | |\ 0 4o (2008)
fldor
Alcool Etanol CHEN; LIU (2000)
Flavonoides (quercetina,
kaempferol, miricetina, rutina),

JAYABALAN et al. (2014)

Fonte: Adaptado de KITWETCHAROEN et al. (2023).

Greenwalt et al. (2000) relataram varios géneros de leveduras encontradas em
kombuchas de origens diferentes: Brettanomyces, Brettanomyces bruxellensis,

Brettanomyces intermedius, Candida, Candida famata, Mycoderma, Mycotorula,

8



Pichia, Pichia membranaefaciens, Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae subsp.
aceti, Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae, Schizosaccharomyces, Torula,
Torulaspora delbrueckii, Torulopsis Zygosaccharomyces, Zygosaccharomyces bailii e
Zygosaccharomyces rouzii.

Os géneros Brettanomyces, Zygosaccharomyces e Saccharomyces ocorreram
com mais frequéncia nas amostras domésticas alemas estudadas (MAYSER et al.,
1995). Liu et al. (1996) isolaram as leveduras Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii e Brettanomyces bruzellensis de amostras de Taiwan.
Herrera e Calderon-Villagomez (1989) isolaram Brettanomyces intermedius, Candida
famata, Pichia membranaefaciens, S. cerevisiae subesp. aceti, S. cerevisiae subsp.
cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Z. bailii e Zygosaccharomyces rouxii do cha
mexicano. Roussin (1996) determinou que as leveduras tipicas da Kombucha norte-
americanas foram Zygosaccharomyces e S. cerevisiae.

A andlise de culturas microbianas de kombucha do Canad4, Reino Unido,
Irlanda e Estados Unidos detectou que o género Zygosaccharomyces era
predominante, tendo sido identificadas duas espécies desta populacdo: Z. lentus e Z.
bisporus. Do género Dekkera foram identificadas D. bruxellensis e D. anomala; e do
género Pichia e similares, P. kudriavzevii, P. fermentans, P. membranaefaciens e
Hyphopichia burtonii. Foram também detectadas a presenca de Kazachstania
unispora, Davidiella tassiana, Lachancea fermentati, Kluyveromyces marxianus,
Naumovozyma castelli, Wallemia sebi e Leucosporidiella fragaria (MARSH et al.,
2014).

Mais um amplo espectro de leveduras foi citado por Jayabalan, et al. (2014),
como a Dekkera, Koleckera, Saccharomyces bisporus, Saccharomycoides, Ludwigii,
Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces rouxii, B. claussenii,
Zygosaccharomyces kombuchaensis sp.n., Candida guilliermondii, Candida obutsa,
Candida stellata, Candida colleculosa, Candida kefyr, Candida krusei, Kloeckera
apiculata e Kluyveromyces africanus. Os estudos tém demonstrado que as
kombuchas néo apresentam um conjunto universal de leveduras, no entanto, elas séo

comumente osmotolerantes, fermentativas e produtoras de acido (TEOH et al., 2004).



2.2 Padrao de ldentidade e Qualidade

A kombucha é uma bebida relativamente nova no mercado brasileiro. Em 2018,
foi fundada a ABKOM - Associagéo Brasileira de Kombucha, que atuou ativamente
para incluir a kombucha na legislagdo brasileira junto aos O6rgdos competentes
(ABKOM, 2018). Como resultado, em setembro de 2019 foi publicada a Instrucdo
Normativa n° 41 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Esta
legislacdo estabeleceu o Padrao de ldentidade e Qualidade (PIQ) da Kombucha em
todo o territério nacional, prescrevendo a padronizagdo da denominacéo, listagem da
composicao de ingredientes, aditivos, teor alcoodlico, parametros analiticos (como pH
e acidez titulavel), e vedando o uso de alega¢bes funcionais e de salude nao
autorizadas pela legislacdo especifica da ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2019).

Alencar et al. (2020) analisaram a adequacédo de rotulos de 12 marcas de
kombuchas comercializadas no Brasil de acordo com a legislacdo vigente. Das
amostras selecionadas, 20,8 % ndo apresentaram rotulagem nutricional; 91,6 % né&o
identificaram a linhagem dos microrganismos presentes na kombucha; 79,2 % néo
declararam a porcentagem alcoolica; 100 % nao descreveram o pH da bebida e 8,4 %
das bebidas alegaram erroneamente propriedades funcionais na embalagem.
Concluiram que séo necessarias adequacfes nas legislacdes para que haja uma
abordagem melhor das caracteristicas e processos de fabricacdo, comercializagéo e
armazenamento das kombuchas, e relataram que muitas kombuchas comercializadas
pelo Brasil ndo apresentavam rotulagem de acordo com as legislacdes vigentes, além
de ndo abordarem as caracteristicas e processos de producdo, teor alcodlico,

comercializagao e armazenamento das bebidas (ALENCAR et al., 2020)

2.3 Kombucha e beneficios atribuidos ao seu consumo

O uso e a procura do cha fermentado da kombucha vem se tornando cada vez
mais visivel, podendo ser uma boa opc¢ao de substituicdo de refrigerantes, por ser
natural e mais saudavel, seu sabor e sua gaseificacdo, o torna agradavel ao paladar
e a tendéncia € que sua aceitacdo se efetive por diversos publicos (SILVA, 2019).
Os beneficios da kombucha a saude humana tém sido avaliados e amplamente

discutidos. De acordo com Bishop et. al. (2022) a popularidade e disponibilidade de
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Kombucha nos Estados Unidos foi, em parte, impulsionada pelas midias sociais,
destacando os beneficios positivos para a saude que poderiam ser alcan¢cados com o
consumo regular, como exemplo, foram sugeridos que a kombucha pode aumentar a
vitalidade, combater acne, melhorar a constipacdo, aumentar a perda de peso, aliviar
a artrite, aumentar a resposta imune. Entretanto, as pesquisas cientificas publicadas,
gue atribuem esses efeitos ao consumo de kombucha, ainda s&o limitadas (Bishop et.
al., 2022).

Um trabalho de revisédo sobre os estudos recentes de confirmagdo dos
inimeros aspectos promotores de saude da kombucha, concluiu que a bebida pode
atuar de forma a reduzir os riscos de desenvolvimento de doencas devido a quatro
propriedades principais: desintoxicagdo, poder antioxidante, potencial energizante e
promogéao de imunidade. A revisdo teve como foco 0os compostos ativos presentes na
bebida e os mecanismos de suas acdes (VINA et al., 2014).

Leal et al. (2018) também realizaram uma revisdo focada nas descobertas
recentes sobre os efeitos benéficos do kombucha e seus compostos quimicos. Os
autores encontraram que a bebida é fonte de componentes bioativos, como polifendis
e acido glucurdnico e que os resultados benéficos do consumo de kombucha séo
atribuidos ao efeito sinérgico entre esses componentes, tornando-se uma bebida com
potenciais propriedades benéficas para a saude, quando elaborada em condicbes
higiénicas adequadas. Evidenciaram que seu consumo pode reduzir o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, principalmente devido ao seu
conteudo de polifendis que inibem a oxidacdo do LDL, regula o metabolismo do
colesterol e previne a hipertensao arterial, promovendo o relaxamento do muasculo liso
(LEAL et al., 2018).

O &cido glucurdnico, um dos principais componentes da kombucha,
desempenha um papel na desintoxicacdo hepatica xenobibtica e eliminacao
endobidtica, potencializando assim as funcfes hepaticas. Também enfatizaram que a
concentracdo dos componentes ativos da bebida vai variar dependendo do SCOBY e
dos métodos de obtencéo (LEAL et al., 2018).

A relacdo da kombucha com a atividade antioxidante € devido a presenca de
polifendis na infusdo da Camelia sinensis (L.), principalmente as catequinas, que sao
capazes de eliminar espécies reativas de oxigénio. A presenca do acido glicurdnico

em sua composicao também tem destaque, pois possui propriedades desintoxicantes,
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capazes de eliminar substancias toxicas, como poluentes, produtos quimicos
exdgenos, excesso de hormoénios esteroidais e bilirrubina do corpo humano via
sistema urinario (NGUYEN at al., 2015).

Alguns estudos relacionaram o uso de kombucha na redugcdo de riscos de
comorbidades devido ao seu potencial antioxidante (MEDEIROS; CECHINEL-
ZANCHETT1, 2019; OFORI, 2015; SUN et al., 2015).

O efeito probidtico, que € o mais citado na literatura, é fornecido pela presenca
dos microrganismos vivos (bactérias e leveduras) que ao serem consumidos
contribuem para manter o equilibrio da microbiota intestinal. Estes microrganismos
sao capazes de produzir substancias bacteriostaticas que competem com patdégenos
e suas toxinas no intestino, auxiliando o individuo na reducdo do risco de
enfermidades gastrointestinais, como diarreias, cancer do célon, doenga de Crohn,
intolerancia a lactose e sindrome do intestino irritavel, e atuando também, de forma
benéfica, no controle do colesterol e aumento da imunidade (OLIVEIRA et al., 2017).

A kombucha apresenta funcao regulatéria para a microbiota intestinal humana
por conter bactérias e leveduras que atuam como um insumo probidtico e um
simbidtico, definido como uma combinacdo de prebidticos e probidticos, além de
possuir alto teor de vitamina C (BRUSCHI et al., 2018; WATANA et al., 2015; HRNJEZ
et al., 2014).

De acordo com a Unidade Central de Pesquisa Oncoldgica da Russia e a
Academia Russa de Ciéncias, a ingestéo diaria de kombucha esta relacionada com a
reducado do risco de desenvolvimento de cancer (WATANA et al., 2015). A relacéo é
devida a polifendis presentes na infusdo, e metabdlitos secundarios produzidos na
fermentacao, que sugerem que a bebida pode contribuir na reducéo do risco, uma vez
que tais componentes sdo capazes de inibir mutacBes genéticas, proliferacdo de
células cancerigenas e induzir a apoptose em células tumorais (WATANA et al., 2015;
MORAES et al., 2016).

Ha também relacdo com efeitos hipoglicemiantes, pois compostos fendlicos
presentes na bebida, como ja citado, sédo capazes de aumentar a secrecéo de insulina
das células beta-pancreaticas. Tanto os compostos fendlicos, quanto os &cidos
organicos, auxiliam na diminui¢cdo da absorcéo de glicose do sistema digestivo. Esta

reducao dos niveis de glicose no sangue pode também ser correlacionada a atividade
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do acido acético, que auxilia a suprimir a acdo da dissacaridase e a diminuir o tempo
de esvaziamento gastrico (ZUBAIDAH et al., 2018).

Apesar de ndo haver estudos clinicos testados em humanos, um estudo
experimental realizado com animais induzidos a diabetes por estreptozotocina
mostrou a capacidade da kombucha fermentada por Salacca zalacca, em reduzir o
estresse oxidativo e modular a hiperglicemia, reduzindo entre 30-59% a glicemia em
jejum dos animais. Além disso, os niveis de superdxido dismutase (SOD) plasmaticos
aumentaram e a analise imuno-histolégica demonstrou que células beta-pancreaticas
se regeneram nos animais tratados com kombucha (ZUBAIDAH et al., 2018).

Em relacéo as contraindica¢cdes, Jayabalan et al. (2014) descreveram um caso
de insuficiéncia renal aguda, com acidose lactica e hipertermia apds a ingestdo da
bebida, e a presenca de microrganismos patégenos como Bacillus antraz e bolores
como Penicillium e Aspergillus no preparado de kombucha em condi¢cbes anti-
higiénicas.

O Centro de Controle e Prevencédo de Doencas dos Estados Unidos (CDC)
determina que um consumo diério de 4 oncas (cerca de 118 mL) de kombucha néo
apresenta risco para a saude do consumidor. Em relacao as mulheres gravidas, como
um parametro de seguranca, o consumo € contraindicado por riscos de contaminacao
por microrganismos indesejaveis e pelo possivel contetdo de heparina (componente
glicosaminoglicano) no ch4, pois inibe proteinas do sistema de coagulacao do sangue,
sendo prejudicial durante o terceiro trimestre da gravidez. Deve ser mencionado que
0s autores afirmam que a presenca de heparina ndo foi comprovada em amostras
analisadas. No entanto, o consumo da bebida poderia favorecer sua producao no
organismo, por isso € preciso cautela (RUBIO DELGADO, 2015; LEAL et al., 2018).

2.4 Potencial antimicrobiano

O potencial antimicrobiano diz respeito a habilidade de determinado
microrganismo, aspecto ou componente quimico inibir o crescimento de um
microrganismo patogénico. Ha varios estudos relativos as propriedades
antimicrobianas da kombucha (MEDEIROS; CECHINEL-ZANCHETT1, 2019).

Sreeramulu et al. (2000) testaram o efeito da bebida em culturas dos

microrganismos patogénicos Enterobacter cloaceae, Pseudomonas aeruginosa,
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Bacillus cereus, E. coli, Aeromonas hydrophila, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus epidermis, Listeria monocytogenes, Yersinia enterolitica,
Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori e
Candida albicans. Foi verificado que, na maior parte dos casos, havia maior inibicao
do crescimento destes microrganismos com amostras de kombucha fermentadas
durante mais tempo. Apesar do poder antimicrobiano ser comparavel ao do acido
acético (com excecdo em C. albicans), a kombucha também apresentou agéo inibitoria
no crescimento de E. coli, S. Typhimurium, S. Enteritidis, L. monocytogenes, S. sonnei,
Campylobacter jejuni e C. albicans, mesmo com pH neutro, e com tratamento térmico,
significando que o acido ndo € o unico responsavel pelo poder antimicrobiano da
kombucha. Isto evidencia a existéncia de outros compostos com agao antimicrobiana
na composicdo da bebida fermentada que ndo sejam proteinas (pois ndo resistiriam
ao tratamento térmico), nem catequinas (compostos fendlicos presentes em
abundancia no cha), dado que as amostras de cha néo fermentado ndo apresentaram
acao inibitéria para nenhum dos microrganismos com excec¢do de Campylobacter
jejuni (SREERAMULU et al., 2000).

Um estudo sobre a atividade antibacteriana e antifingica da kombucha de cha
preto e verde constatou que o potencial antibacteriano da bebida preparada a partir
do cha verde é maior. Foram realizados também testes em chas nédo fermentados, e
ele ndo exibiu propriedades antimicrobianas, portanto, outros componentes
biologicamente ativos podem estar envolvidos na atividade analisada, como
bacteriocinas, proteinas e enzimas, além dos compostos fendlicos derivados do cha
(BATTIKH et al., 2011).

Existem diferentes metodologias aplicAveis a analise do potencial
antimicrobiano de compostos, tais como difusdo em placas ou agar; perfuracdo em
agar; difusdo em disco e microdiluicdo (BARRY & THORNSBERRY, 1991; ELOFF,
1998; PINTO et al., 2003; OSTROSKY et al., 2008;).

O teste de difusdo em agar € um meétodo fisico, em que ha o uso do
microrganismo teste e da substancia com potencial antimicrobiano em meio de cultura
sélido. O potencial antimicrobiano é determinado de acordo com o tamanho da zona
de inibicdo de crescimento do microrganismo testado frente a concentracdo da
substancia analisada (PINTO et al., 2003).
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O teste de difusdo em disco refere-se a aplicacdo do antimicrobiano em discos
de papel de filtro depositados sobre a superficie do meio de cultura com diferentes
cargas microbianas (CHATTOPADHYAY et al., 2002; KARAMAN et al., 2003). Os
discos devem ser dispostos em uma distancia maior que 15 mm em relacao a lateral
da placa para ndo sobrepor as zonas de inibicdo ao seu redor. O pH do meio de cultura
deve estar entre 7,2 e 7,4, e a profundidade recomendada € de aproximadamente 4
mm (BARRY & THORNSBERRY,1991).

O método de microdiluicdo em caldo permite avaliar de forma quantitativa a
atividade in vitro de determinado antimicrobiano frente a um isolado bacteriano. Esta
técnica € realizada com uso de placas de microdiluicdo, previamente esterilizadas,
contendo quantidades pré-determinadas do meio de cultura adicionado dos
antimicrobianos. Nestas diluicbes se aplicam indculos de suspensdes bacterianas
previamente padronizadas (KRUGER, 2006).

A técnica se destaca por ser considerada robusta, oferecer reprodutibilidade de
resultados, ser 30 vezes mais sensivel do que outros métodos utilizados na literatura,
e requerer uma pequena quantidade de amostra, que pode ser usada para um grande
namero de amostras, ndo requer alto niveis de habilidade, deixa um registro
permanente e demanda pouco tempo de analise (ELOFF, 1998).

Eloff (1998), ao testar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas,
considerou que havia problemas associados a técnica de difusdo em &gar e entédo
testou a técnica de microdiluicdo usando microplacas de 96 poc¢os. Analisou o
potencial antimicrobiano do extrato de Combretum molle em relacdo a bactéria S.
aureus e verificou que a técnica de microdiluicéo foi 32 vezes mais sensivel do que as
técnicas de difusdo em agar. Comparando as técnicas, Eloff (1998) concluiu que para
determinar a atividade antibacteriana de extratos, a difusdo em agar funciona bem
com inibidores definidos, mas quando examinando extratos contendo componentes
desconhecidos, sdo problemas que levam a resultados falsos positivos e falsos

negativos.

2.5 Microrganismos patogénicos em alimentos

As Doengas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) constituem-se em um

problema de saude publica mundial. Estas doencas séo causadas pela ingestao de
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agua e/ou alimentos contaminados. Existem mais de 250 tipos de DTHA no mundo,
causadas por bactérias e suas toxinas, virus, parasitas intestinais oportunistas ou
substancias quimicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) estima que 600 milhdes de pessoas
adoecem e 420.000 morrem todos os anos devido as DTHA, resultando na perda de
33 milhdes de anos de vida saudaveis. As criancas menores de 5 anos, carregam 40%
da carga de DTHA, com 125.000 mortes a cada ano (OMS, 2023).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC), centro de vigilancia de
doencas dos Estados Unidos, estima que 48 milhdes de pessoas adoecem
anualmente, 128 mil sdo hospitalizadas e 3 mil morrem anualmente devido a
DTHA. No Brasil, no periodo de 2007 a 2020, foram notificados, por ano, uma média
de 662 surtos de DTHA, com o envolvimento de 156.691 doentes (média de 17
doentes/surto), 22.205 hospitalizados e 152 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2023)

Dentre os agentes etioldgicos identificados nos surtos, a bactéria Escherichia
coli representa 29% do total, seguido de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus,
com 17% e 16%, respectivamente, no periodo de 2009 a 2019 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2023).

2.5.1 Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium

A bactéria Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium tem
morfologia de bastonetes Gram negativos e pertence a familia Enterobacteriaceae.
Por meio das fezes, pode contaminar o solo e a agua, permanecendo nas fezes por
até mesmo anos. Por meio de solos e efluentes de agua, a Salmonella também pode
infectar produtos agricolas in natura, como hortalicas e frutas, e de origem animal,
CcOmo as carnes cruas, o leite e os ovos, levando a Doencas de Transmissao Hidrica
e Alimentar — DTHA, como quadros entéricos agudos ou crbnicos, infeccbes

septicémicas, osteomielite e artrite, hepatite (BRASIL, 2011).

2.5.2 Escherichiacoli
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A Escherichia coli € uma bactéria bastonete Gram-negativo, que compdem a
microbiota intestinal de humanos e animais. Existem varias linhagens patogénicas
responsaveis por DTHA, pois ao ser eliminada do corpo, pode contaminar o solo, a
agua e os alimentos. As linhagens patogénicas estdo associadas a enterite aguda e
doencas extra-intestinais, como infeccdo do trato urinario e meningite neonatal, e
também, surtos por E. coli diarreiogénica que podem ser fatais. A transmissao pode

ocorrer por agua, vegetais frescos, carnes, arroz, feijao e saladas (FAULA, 2016).

2.5.3 Bacillus cereus

O Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positivo, formadora de esporos, de
morfologia bacilos, que produz toxinas responsaveis por intoxicacdes alimentares,
devido a isto, € identificado como um microrganismo que causa DTHA. Suas toxinas
podem causar sindromes de tipo diarreica e emética, por meio da ingestdo de
alimentos que contenham células vegetativas de Bacillus cereus que produzirdo
enterotoxinas (sindrome diarreica) ou suas toxinas pré-formadas nos alimentos
(sindrome emética). Os alimentos mais envolvidos em surtos sao farinaceos, leite em
pb e temperos (LENTZ, 2014).

2.5.4 Staphylococcus aureus

A bactéria Staphylococcus aureus é Gram-positiva, de forma similar a esferas
(cocos). A intoxicacao alimentar causada por este microrganismo é uma das DTHA
mais prevalentes e resulta da ingestdo de enterotoxinas estafilocécicas (EE) pré-
formadas em alimentos. As intoxicacdes estafilococicas podem ser desenvolvidas por
bactérias do proprio individuo, de outros doentes ou de portadores sadios,
destacando-se os portadores nasais de S. aureus, que ao manipularem alimentos
podem se tornar importantes fontes de contaminagdo. Os sintomas s&o de

gastroenterite aguda, como vomitos, diarreias e febre aguda (FEITOSA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano de kombuchas de origens caseira e comercial sobre

microrganismos patogénicos comumente encontrados em alimentos.
3.2 Especificos

e Testar o potencial antimicrobiano dos sobrenadantes obtidos de kombuchas
caseira e comercial por diferentes técnicas.

e Isolar e caracterizar microrganismos das amostras de kombucha caseira e
comercial e obter o sobrenadante dos isolados.

e Testar o potencial antimicrobiano dos sobrenadantes dos isolados das

kombuchas caseira e comercial.

18



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de kombucha preparada de forma caseira e obtida
no comércio de Ouro Preto-MG. As amostras do SCOBY e do ch& fermentado da
kombucha caseira foram obtidas de uma doacédo nativa de Ouro Preto — MG e,
posteriormente, foi necessaria a utilizacdo de outra fonte de inoculo, adquirido da
empresa Fermentare®.

Na FIG. 1 estdo representados o SCOBY obtido de doacdo de kombucha
caseira de Ouro Preto-MG (A) e 0 SCOBY adquirido da empresa Fermentare® (B).
Para os testes com os sobrenadantes foi necessario obter uma nova fonte de amostra
de kombucha, pois a amostra de kombucha de doacao, utilizada anteriormente, havia

sido contaminada.

Figura 1 - Amostras de SCOBY, doacao de Ouro Preto (A) e da empresa Fermentare® (B)

A B

Fonte: (Autora, 2023)

A obtencao da kombucha caseira foi realizada no laboratério de Microbiologia
de Alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto-MG. Para
o preparo da bebida, utilizou-se 1 litro da 4gua e cha verde (Camellia sinensis) a 10%
(p/v) com 20% de sacarose (p/v) em ebulicdo por 15 minutos. O ché foi deixado em

repouso até que atingisse a temperatura ambiente. Em seguida, ele foi coado com
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uma peneira de aluminio esterilizada e transferido para um béquer de vidro esteéril,
com capacidade para 2 L. No mesmo béquer contendo o cha, acrescentou-se o
SCOBY, composto por duas por¢des: uma camada de pelicula celuldsica flutuante e
o caldo liquido que contém os principais microrganismos envolvidos no processo de
fermentacao. Este processo foi realizado em triplicata. Os béqueres foram cobertos e
deixados para fermentacdo em trés periodos diferentes: 7; 10 e 21 dias, em
temperatura ambiente, protegidos da luz. Apos o periodo de fermentacao, os caldos
foram centrifugados a 4.000 rpm por 15 minutos, e os sobrenadantes foram utilizados
para as analises.

Na FIG. 2 esta representada a kombucha caseira com 7 dias de fermentacao.

Figura 2 - Kombucha artesanal com 7 dias de fermentagé&o.

Fonte: (Autora, 2023)

Foi adquirida a kombucha industrializada comercializada em lojas de produtos
naturais em Ouro Preto — MG, de uma mesma marca e lote (FIG. 3), e 0 sobrenadante

para analise foi obtido da mesma forma descrita anteriormente.
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Figura 3 - Amostras de kombucha comercializada em Ouro Preto-MG

AHIUGMON
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o B W
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Fonte: (Autora, 2023)

4.2 Cepas alvo e condigdes de cultivo

As cepas testadas pertencem ao banco de culturas do laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro
Preto. Foram utilizadas as cepas de Escherichia coli ATCC 10536; Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028, Bacillus cereus ATCC
11778 e Staphylococcus aureus ATCC 14458. As cepas bacterianas foram reativadas
e mantidas em placas de agar Muller-Hinton (MH) a 37 °C por 18 h e, em seguida,

submetidas ao teste de atividade antimicrobiana.

4.3 Atividade antimicrobiana

4.3.1 Difusdo em agar adaptado

A atividade antimicrobiana dos sobrenadantes obtidos das kombuchas foi
testada pelo ensaio de difusdo em agar adaptado de Sreeramulu et al. (2001).
Os sobrenadantes estéreis das amostras de kombucha caseira nos diferentes

periodos de fermentacao (7; 10 e 21 dias) foram obtidos por filtragdo com uso de um
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filtro estéril de 0,20 um de poro. O agar Mueller Hinton (MH), marca TM MEDIA®, foi
usado para avaliacdo das atividades antibacterianas. Suspensdes das cepas-alvo
previamente incubadas por 24 h foram espalhadas uniformemente nas superficies do
agar e, posteriormente, foram feitos pogos de 6 mm de didmetro com auxilio de uma
ponteira estéril. Foram inoculados 100 uL dos sobrenadantes estéreis das amostras
de kombucha caseira nos pocos das placas contendo agar MH previamente
inoculadas com as cepas alvo. As placas foram mantidas primeiramente a 4°C por 2
h para permitir a pré-difusdo do sobrenadante do cha e depois incubadas a 37°C.
Apoés 18 h de incubacéao foi feita a observacdo da formacdo de zona de inibicdo ao
redor dos pocos, para confirmar a acdo antimicrobiana. Cada experimento foi
realizado em triplicata.

O mesmo procedimento foi realizado para as amostras da kombucha comercial.
4.3.2 Método de difusdo em disco

O potencial antimicrobiano dos sobrenadantes da kombucha foi testado
também pelo método de difusdo em discos conforme descrito por IvaniSova et al.
(2019). Os procedimentos adotados foram os mesmos descritos para a técnica de
difusdo em disco, porém os pocos foram substituidos por discos de papel filtro

embebidos nos sobrenadantes das kombuchas caseira e industrializada.
4.3.3 Método de microdiluicéo

Utilizou-se apenas a kombucha fermentada por 10 dias para esta analise. Para
a execucdo desta técnica, inicialmente, foram realizados o isolamento e a
caracterizacdo dos grupos de microrganismos usualmente presentes na kombucha,

ou seja, bactérias acido laticas, acéticas e leveduras.
4331 Isolamento e caracterizagdo dos microrganismos

O isolamento das bactérias acido laticas (BAL) foi realizado de acordo com a
metodologia da The International Organization Standardization (ISO, 1998). Foi
realizado o plagueamento em profundidade (pour plate) em agar Man, Rogosa e

Sharpe (MRS), marca TM MEDIA®,i previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos,
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sendo inoculadas as diluicdes 104, 10° e 10® das amostras da kombucha caseira e
da industrializada. As placas foram colocadas na jarra de anaerobiose e incubadas
em BOD Cienlab® a 30+1°C por 72 horas.

Para isolar as bactérias acido acéticas (BAA) foi realizado o plaqueamento em
superficie (spread plate) das diluicbes em agar MEP, elaborado conforme
recomendacdo de Camu et al., 2007. Foram inoculadas as diluicdes 103, 104 e 10°
das kombuchas artesanal e industrializada e as placas foram incubadas em BOD
Cienlab a 30+1°C por 3 a 4 dias.

O isolamento de leveduras foi realizado por plagueamento em superficie
(spread plate) das diluicbes em Agar Batata Dextrose (BDA), marca lon Cult®
acidificado com solucdo de &cido tartarico 10% para cada 100 mL (MORTON, 2001).
Foram inoculadas as diluicbes 103, 10* e 10° da kombucha artesanal e
industrializada. Incubaram-se as placas em aerobiose a 25+1°C C por 4 dias.

Apds o0s periodos de incubacdo foram selecionadas colbnias com
caracteristicas diferentes para a realizacdo dos testes de catalase e coloracao de
Gram. Os microrganismos identificados foram inoculados novamente nos caldos MRS
(bactérias laticas), MEP (bactérias acéticas) e YPD (levedura) e, apds crescimento,
houve a transferéncia de 1 mL do caldo com crescimento para eppendorfs estéreis,
adicionando-se em seguida, 1 mL de glicerina 20% esterilizada. Posteriormente, os
eppendorfs foram estocados a -80 °C em ultra freezer Skadi® Green line Europe da

Escola de Nutricdo, para a realizacéo da técnica de microdiluicao.
4.3.3.2 Padronizacdo dos inéculos

Para a padronizacdo da densidade do indculos dos patégenos a serem
testados foi utilizado o método de suspenséo direta de colbnias, considerado o método
mais conveniente para a preparacao de inéculos nesse tipo de experimento, podendo
ser usado para a maioria dos microrganismos (CLSI, 2012). Para cada microrganismo
obteve-se uma suspensao em 9 mL de solugao salina esterilizada, com turvagao
semelhante ao tubo 0,5 da escala padrédo de McFarland (concentracéo equivalente a
1,5 x 108 bactérias/ml) (CLSI, 2012).
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4.3.3.3 Preparo do sobrenadante

A separacédo do sobrenadante foi adaptada de Lin et al. (1999). Culturas dos
isolados das kombuchas em caldo MRS foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 min e
0 sobrenadante foi filtrado através de filtro estéril com poros de 0,22 ym (Millipore,

Bedford, Massachusetts).

4334 Testes de inibicdo dos sobrenadantes frente aos patégenos

O método utilizado foi a microdiluicdo em caldo em placas de microtitulacéo de
96 pocos, segundo Kruger et al. (2006). Cada cavidade das placas de microtitulagéo
foi preenchida com 100 pL de BHI, 100 pyL de sobrenadante da cultura de cada isolado
das kombuchas e 1 pyL de cultura da bactéria indicadora. Como controle, o
sobrenadante foi substituido por 100 pL de caldo MRS. As densidades 6pticas (DO)
foram lidas apés 0, 2, 4, 6 e 8 horas de incubacao a 37°C em espectrofotdmetro leitor
de placas de microtitulagdo Epoch®, utilizando comprimento de onda de 540 nm (FIG.

4). Os testes foram realizados em triplicatas.
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Figura 4 - Leitura das densidades Gpticas por meio espectrofotdmetro leitor de placas de

microtitulacéo.

»\.\.&-\5@,&«4\.

Fonte: (Autora, 2023)

4.4 Andlise Estatistica

Os resultados da técnica de microdiluicdo foram avaliados pelo software GraphPad
Prism® 6, utilizando testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade dos dados. Para os dados paramétricos, foi aplicada ANOVA one-way,

seguida do pés-teste de Tukey (p<0,05), ao nivel de significancia de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do efeito antimicrobiano dos sobrenadantes pelas técnicas de

difusdo em agar e de difusdo em discos

Os resultados do teste da atividade antimicrobiana dos sobrenadantes tanto da
kombucha caseira quanto da kombucha comercial, frente as quatro cepas de bactérias
patogénicas (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes), utilizando-se o ensaio de difusdo em agar, ndo apresentou nenhum
resultado positivo.

Diante destes resultados, realizou-se uma modificacdo na metodologia,
usando-se a técnica de difusdo em discos e, novamente ndo foi observada nenhuma
inibicdo. Todos os testes foram realizados também com os periodos distintos de
fermentacdo para a kombucha caseira: 7 dias; 10 dias e 21 dias, no entanto, nao
houve nenhuma inibicdo. Na FIG. 5 encontram-se ilustrados os exemplos de
resultados das duas metodologias utilizadas demonstrando auséncia de halos de

inibicdo ao redor dos pocgos e dos discos.

Figura 5 - Exemplos de resultados do potencial antimicrobiano dos sobrenadantes de Kombucha

caseira.

(A) Placa com pogos de Kombucha caseira com (B) Placa com mini filtros onde adicionou-se a
inoculo de E. coli. Kombucha caseira e inoculou-se a Salmonella.
Fonte: (Autora, 2023). Fonte: (Autora, 2023).

No método de difusdo em &gar, a substancia em analise se difunde em um
meio de cultura sélido inoculado com o microrganismo teste. Caso a amostra testada
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apresente atividade antimicrobiana, observa-se apés a sua difusdo uma zona de
inibicdo de crescimento do microrganismo, cujo diametro é uma funcdo da
concentracdo da amostra. Sua desvantagem encontra-se no fato de que substancias
que apresentam baixa difusibilidade (PM) e hidrossolubilidade produzem pequenos
halos de inibicdo, o que reduz a precisao dos resultados (SOLANO, 2008).

Contrariamente aos resultados do presente estudo, Battikh et al. (2012)
identificaram o efeito antimicrobiano de kombuchas obtidas de chés verde e preto,
fermentados por 21 dias, contra Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus,
Listeria. monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa (zona de inibicdo 18 mm),
utilizando a técnica de difusdo em agar. A bebida kombucha de cha preto também
mostrou inibicdo para Candida krusei CCM 8271, C. glabrata CCM 8270, C. albicans
CCM 8186, C. tropicalis CCM 8223, Haemophilus influenzae CCM 4454 e Escherichia
coli CCM 3954 com uso da técnica de difusdo em disco (IVANISOVA et al., 2019).

O método de difusao, através do agar, de um antimicrobiano impregnado em
um disco de papel-filtro leva a formacdo de um halo de inibicdo ao crescimento
bacteriano, cujo didmetro € inversamente proporcional a concentracdo inibitoria
minima (MIC). Esta analise é qualitativa, ou seja, proporciona classificar a amostra
bacteriana em suscetivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano. O
teste de disco-difusdo € um método prético, de facil execucdo e idealizado para
bactérias de crescimento rapido. Os reagentes sao relativamente econémicos, ndo ha
necessidade de equipamentos especiais, além de apresentar grande flexibilidade na
escolha do numero e tipo de antimicrobianos a serem testados. Entretanto, este
método apresenta algumas limitacbes, como a dificuldade na avaliacdo da
suscetibilidade aos antimicrobianos que se difundem mal através do agar, como, por
exemplo, a polimixina, evaporagdo precoce do antimicrobiano nos discos e
apresentam dificuldades na interpretacdo de microrganismos anaerébios ou
fastidiosos (SEJAS et al., 2003).

5.2 Resultados do teste de microdiluicdo em placas
5.2.1 Caracterizacao dos isolados

Os isolados receberam cdédigos de identificagdo e foram armazenados em

ultrafreezer a -80°C. A partir dos isolados de ambas as amostras de kombucha, foram
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selecionadas cinco coldnias de cada tipo, que apresentaram as caracteristicas tipicas
para a caracterizacdo como leveduras, bactérias do acido latico e bactérias acéticas.
De acordo com a literatura, as bactérias laticas séo catalase negativa e Gram-
positivas, as bactérias acéticas sdo Gram-negativas e catalase positiva e as leveduras
sdo Gram-positivas e catalase positiva (ANDRES BARRAO et al., 2012; GOMES et
al., 2019).

Nas FIG. 6, 7 e 8 estéo ilustradas as placas com os microrganismos isolados e
seus respectivos testes de coloracao de Gram.

Figura 6 - Microrganismos isolados para a quantificacdo e caracterizacédo das bactérias laticas.

Fonte: (Autora, 2023).
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Figura 7 - Microrganismos isolados para a quantificacéo e caracterizagdo das bactérias acéticas.

Fonte: (Autora, 2023).

Figura 8 - Microrganismos isolados para a quantificacdo e caracterizacdo das leveduras.

Fonte: (Autora, 2023).

5.2.2 Método de microdiluicdo

Devido as caracteristicas semelhantes dos isolados para cada grupo, foram
testados um tipo de cada bactéria para as kombuchas caseira e comercial que
receberam os cdodigos, conforme Quadro 2. Ressalta-se que, embora as bactérias
acéticas tenham sido isoladas, néo foi possivel realizar o teste de microdilui¢do, uma

vez que os isolados ndo apresentaram crescimento no dia da analise.
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Quadro 2: Cédigo de microrganismos isolados utilizados para microdiluicao

Amostra
Amostra Kombucha _ _
, Cddigo Kombucha Cadigo
Caseira _
Comercial
Levedura SLIKCA Levedura SLIKCO
Léatica SBLIKCA Latica SBLIKCO

SLIKCA - Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Caseira

SLIKCO - Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Comercial

SBLIKCA - Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO
- Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da Kombucha Comercial.

Fonte: (Autora, 2023).

Nas TAB. 1 e 2 estdo apresentados os resultados das leituras de Médias das
Densidades Opticas (MDO) dos Sobrenadantes de Leveduras Isoladas das
Kombuchas Caseira (SLIKCA) e Comercial (SLIKCO) e dos patdgenos testados,

respectivamente: Escherichia coli e Salmonella Typhimurium.

Tabela 1 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle
(patégeno) e dos sobrenadantes obtidos das leveduras isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial
sobre o patégeno Escherichia coli ATCC 10536.

Escherichia coli ATCC 10536

Tempo Controle SLIKCO SLIKCA

(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO #* DP)*
2 0,47+ 0,012 0,36 + 0,012 0,33 +0,012
4 1,07 £ 0,212 0,62 + 0,04 0,88 + 0,062
6 1,23 +0,222 0,77 £ 0,03° 1,00 + 0,072P
8 1,20+0,182 0,87 +0,02° 1,08 + 0,062

MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura
Isolada da Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha

Caseira.

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (Autora, 2023).
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E possivel observar que os sobrenadantes de leveduras isoladas de ambas os
tipos de Kombuchas demonstraram potencial de inibicdo de crescimento frente as
duas cepas patdgenas testadas: E. coli e Salmonella Typhimurium. A partir de 4 horas,
em relagdo ao Controle, os SLIKCO apresentaram redugdo significativa no
crescimento da E. coli (p<0,05), ja os SLIKCA nao apresentaram valores significativos

em nenhum dos quatro tempos analisados (FIG. 9).

Tabela 2 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle
(patégeno) e dos sobrenadantes obtidos das leveduras isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial

sobre o patégeno Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Tempo Controle SLIKCO SLIKCA

(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO #* DP)*
2 0,59 + 0,152 0,35+ 0,01° 0,34 + 0,02°
4 0,82 +0,112 0,56 + 0,01° 0,37 £ 0,04°
6 1,01 £ 0,082 0,8 + 0,462 0,81 + 0,082
8 1,18 £ 0,082 0,92 + 0,08 0,95 + 0,05

MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada

da Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Caseira.

*Valores seguidos de letras iguais, ha mesma linha, ndo diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (Autora, 2023).

De acordo com a FIG. 9, confirmou-se a maior inibicdo do crescimento de E.
coli promovida pelo SLIKCO em relacdo ao Controle, embora os sobrenadantes ndo

tenham apresentado diferencas estatisticas entre si.
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DO

Figura 9 - Analise do crescimento da E.coli frente aos sobrenadantes das leveduras isoladas das

kombuchas comercial e caseira.
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SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Comercial; SLIKCA:
Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Caseira.
Fonte: (Autora, 2023).

A atividade antimicrobiana de algumas leveduras foi atribuida a capacidade de
secretarem toxinas, as chamadas “leveduras assassinas”, que tém efeitos inibidores
sobre o crescimento de outros microrganismos. Cepas de S. cerevisiae foram
relacionadas a secrecdo de algumas toxinas como k1 e k28 e a producdo dessas
toxinas tem sido estudada entre outros géneros de leveduras, incluindo Candida,
Kluyveromyces, Pichia e Zygosaccharomyces (SCHMITT & BREINIG, 2002) —
géneros também ja identificados em kombuchas (SANTOS, 2016; CHAKRAVORTY
et al., 2016).

Younis et al. (2017) isolaram leveduras de amostras de leite cru, produtos
lacteos (iogurtes, queijos e manteiga) e carne processada (linguica) coletadas
aleatoriamente de vendedores e supermercados localizados em New Damietta City,
Damietta, Egito. Os isolados foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Os
isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli, e
concluiram que alguns tipos de leveduras possuem a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos que podem inibir algumas bactérias patogénicas e

deteriorantes e essa atividade antimicrobiana das leveduras permite que elas sejam
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um dos novos agentes em potencial no controle da deterioragcdo dos alimentos
(YOUNIS et al., 2017).

Em relagcdo & Salmonella, os resultados foram diferentes, pois tanto o SLIKCO
quanto o SLIKCA inibiram seu crescimento nos mesmos periodos, ou seja, em 2, 4 e
8 horas em relacdo ao Controle (TAB. 2 e FIG. 10).

Franca (2011) testou o potencial probiético da levedura Pichia pastoris, in vitro e
realizou um teste de inibicdo do crescimento de enteropatégenos em meios de cultura.
Constatou que a levedura Pichia pastoris inibiu a Salmonella Typhimurium e E. coli,

sendo que a E. coli foi mais sensivel que S. Typhimurium a presenca de P. pastoris.

Figura 10 - Andlise do crescimento da Salmonella frente aos sobrenadantes das leveduras isoladas
das Kombuchas comercial e caseira.
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SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de
Levedura Isolada da Kombucha Caseira.
Fonte: (Autora, 2023).

Embora os sobrenadantes tenham sido obtidos de leveduras, néo foi feita a
identificacdo, ndo sendo possivel saber se sdo do mesmo género e espécie, além das
kombuchas terem sido obtidas de forma diferentes, o que também pode levar a uma
variagcdo dos tipos de microrganismos presentes. De acordo com diferentes estudos,
nao existe um conjunto universal de microrganismos presentes nas kombuchas, mas
entre os isolados de leveduras comumente encontrados, séo citados diferentes
espécies dos géneros Brettanomyces; Candida; Mycoderma; Mycotorula; Pichia;

Saccharomyces;  Schizosaccharomyces;  Torula;  Torulaspora;  Torulopsis;
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Zygosaccharomyces; Dekkera, Koleckera; Saccharomycoides; Kloeckera;
Kluyveromyces; Ludwigii (GREENWALT et al., 2000; JAYABALAN, et al. 2014).

O potencial antimicrobiano dos sobrenadantes em relacdo as bactérias
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus esta demonstrado nas TAB. 3 e 4,
respectivamente.

A bactéria S. aureus foi inibida por ambos sobrenadantes das leveduras, porém
a SLIKCO apresentou inibicdo de crescimento nos quatro tempos de analise, e 0
SLIKCA a partir do tempo quatro. Os SLIKCO e SLIKCA também promoveram
resultados significativos (p<0,05) de inibicdo de crescimento em relacdo ao Controle
de o B. cereus a partir das 4 horas de analise. Os sobrenadantes ndo apresentaram

diferencas significativas entre si.

Tabela 3 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle (patdgeno)
e dos sobrenadantes obtidos das leveduras isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial sobre o
patégeno Staphylococcus aureus ATCC 14458.

Staphylococcus aureus ATCC 14458

Tempo Controle SLIKCO SLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO + DP)*
2 0,23+ 0,022 0,26+0,01° 0,25+0,012P
4 0,56+ 0,182 0,29+0,00P 0,29 +0,00°
6 0,90+ 0,302 0,33+0,01P 0,31+0,01P
8 1,05+ 0,282 0,38+ 0,03 0,33+0,01°

MDO: Média da Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da

Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Caseira.

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (AUTORA, 2023).

A inibicdo do B. cereus ocorreu a partir de 4 horas de analise ndo havendo

diferencas estatisticas entre os sobrenadantes (TAB. 4).
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Tabela 4 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle (patégeno)
e dos sobrenadantes obtidos das leveduras isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial sobre o
patdgeno Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus cereus ATCC 11778

Tempo Controle SLIKCO SLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO + DP)*
2 0,23+ 0,042 0,26%0,002 0,22+ 0,012
4 0,60+0,122 0,28 +0,00° 0,23+0,01°
6 0,86 + 0,282 0,30+0,17° 0,25+0,00°
8 0,97 £ 0,312 0,35+0,01° 0,27+0,01°

MDO: Média da Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da
Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Caseira.

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, n&o diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (Autora, 2023).

As FIG. 11 e 12 ilustram, respectivamente, o0 comportamento do S. aureus e do
B. cereus na presenca dos sobrenadantes. Salienta-se que a inibicdo do S. aureus

por ambos sobrenadantes foi mantida durante todo o periodo de analise.
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Figura 11 - Analise do crescimento da S. aureus frente aos sobrenadantes das leveduras isoladas das

Kombuchas comercial e caseira.
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SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes
de Levedura Isolada da Kombucha Caseira.
Fonte: (Autora, 2023).

Younis et al. (2017) também demonstraram o potencial antimicrobiano da S.
cerevisiae contra S. aureus, mas alegou que houve baixa atividade antimicrobiana.

Andrade Neto (2015) identificou um potencial antimicrobiano de extratos
oriundos de espécies de leveduras isoladas de diferentes biomas no Cearéa contra S.

aureus resistente a meticilina (antibidtico betalactamico de pequeno espectro
pertencente ao grupo das penicilinas). Concluiu que um dos seus mecanismos de

acao seria a producao de metabdlitos secundarios que promoveram a fragmentacéao
do DNA bacteriano, levando a morte celular por apoptose. Os metabdlitos
identificados foram o hexahidro-3-(fenilmetil)-pirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-dione e o
acido laurico (ANDRADE NETO, 2015).
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Figura 12 - Analise do crescimento do B. cereus frente aos sobrenadantes das leveduras isoladas das

Kombuchas comercial e caseira.
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SLIKCO: Sobrenadantes de Levedura Isolada da Kombucha Comercial; SLIKCA: Sobrenadantes de
Levedura Isolada da Kombucha Caseira.
Fonte: (Autora, 2023).

A atividade dos sobrenadantes de bactérias do acido latico (BAL),
apresentadas nas TAB. 5 e 6, demonstraram que o SBLIKCO obteve valor significativo
(p<0,05) de reducao de crescimento em relacdo aos controles de E. coli e Salmonella

Typhimurium somente no tempo de 2 horas.

Tabela 5 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle (patdgeno)
e dos sobrenadantes obtidos das bactérias &cido laticas isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial
sobre o patégeno Escherichia coli ATCC 10536.

Escherichia coli ATCC 10536

Tempo Controle SBLIKCO SBLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO #* DP)* (MDO + DP)*
2 0,47 £ 0,102 0,29 £+ 0,01° 0,36 + 0,032
4 1,07 £ 0,212 0,89 + 0,072P 1,25 + 0,012b
6 1,23 £ 0,222 1,25+ 0,072 1,45 £ 0,012
8 1,20+0,182 1,35+ 0,032 1,47 £ 0,01
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MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido
Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da

Kombucha Comercial.

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, néo diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)
Fonte: (Autora, 2023).

Tabela 6 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle (patogeno)
e dos sobrenadantes obtidos das bactérias acido laticas isoladas das Kombuchas Caseira e Comercial

sobre o patégeno Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Tempo Controle SBLIKCO SBLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO + DP)*
2 0,59 + 0,152 0,34 +0,02° 0,44 + 0,062
4 0,82 +0,112 0,90 + 0,102 0,99 + 0,032
6 1,01 + 0,082 0,94 + 0,062 1,17 £ 0,032P
8 1,18 £ 0,082 1,29 £ 0,022 1,38 + 0,02°

MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido
Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da

Kombucha Comercial.

*Para cada patdgeno, valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferiram entre si.
Fonte: (Autora, 2023).

O SBLIKCA néo inibiu o crescimento de E. coli e Salmonella em nenhum
momento, sendo que no tempo de oito horas, diferiu significativamente dos controles,

apresentando maior crescimento para ambos os patégenos (FIG. 13 e 14).
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Figura 13 - Andlise do crescimento da E. coli frente aos sobrenadantes das BAL isoladas das Kombuchas

comercial e caseira.
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SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO:

Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da Kombucha Comercial.

Fonte: (Autora, 2023).

Figura 14 - Analise do crescimento da Salmonella frente aos sobrenadantes das BAL isoladas das

Kombuchas comercial e caseira.
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SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO:

Sobrenadantes de Bactéria acido Lética Isolada da Kombucha Comercial.

Fonte: (Autora, 2023).
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Na TAB. 7 verificou-se que o SBLIKCO néao inibiu o crescimento de S. aureus

e SBLIKCA inibiu apenas com 2 horas de analise.

Tabela 7 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle
(patégeno) e dos sobrenadantes obtidos das bactérias laticas isoladas das Kombuchas caseira e

comercial sobre o patégeno Staphylococcus aureus ATCC 14458,

Staphylococcus aureus ATCC 14458

Tempo Controle SBLIKCO SBLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO + DP)*
2 0,23 + 0,022 0,22 + 0,002 0,19 £ 0,04°
4 0,56 + 0,182 0,48 + 0,022 0,38 + 0,202
6 0,90 + 0,302 0,81 + 0,052 0,65 + 0,202
8 1,05+ 0,282 1,03 £ 0,022 0,84 + 0,022

MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido
Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da

Kombucha Comercial.

*Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferiram entre si significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (Autora, 2023).

Pelos resultados de inibicdo de crescimento para B. cereus demonstrados na
TAB. 8, verificou-se que ndo houve nenhum valor significativo para os SBLIKCO e
SBLIKCA.
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Tabela 8 - Valores Médios das Densidades Opticas (MDO) e Desvio padrdo (DP) do Controle
(patégeno) e dos sobrenadantes obtidos das bactérias laticas isoladas das Kombuchas caseira e

comercial sobre o patégeno Bacillus cereus ATCC 11778.

Bacillus cereus ATCC 11778

Tempo Controle SBLIKCO SBLIKCA
(h) (MDO + DP)* (MDO + DP)* (MDO + DP)*
2 0,23 + 0,042 0,21 + 0,012 0,20 + 0,002
4 0,60 + 0,122 0,49 + 0,032 0,48 + 0,022
6 0,86 + 0,282 0,91 + 0,032 0,68 + 0,092
8 0,97 £ 0,312 1,19 £ 0,032 0,76 + 0,092

MDO: Média das Densidade Optica; DP: Desvio padrdo; SBLIKCA: Sobrenadantes de Bactéria acido
Latica Isolada da Kombucha Caseira. SBLICKO: Sobrenadantes de Bactéria acido Latica Isolada da

Kombucha Comercial.

*Para cada patdgeno, valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferiram entre si

significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Fonte: (Autora, 2023).

De forma geral, os sobrenadantes das BAL nado apresentaram potencial
antimicrobiano contra os patdgenos testados, apresentando atividade bem inferior aos
sobrenadantes das leveduras para os dois tipos de kombucha avaliados. Novamente
a falta de identificagcdo das BAL de ambos sobrenadantes limitam a discusséo sobre
os achados. Os géneros de BAL comumente encontrados nas kombuchas sao de
Lactobacillus e Lactococcus (SANTOS, 2016).

O resultado do presente estudo é contrario a estudos sobre o potencial
antimicrobiano por BAL (CHIODA et al., 2007; TUSSOLINI et al., 2009; MACHADO,
2021). De 20 cepas de BAL isoladas de graos e de leite fermentado por kefir, 90%
possuiam acdo antimicrobiana com diferentes intensidades frente a cepa de
Staphylococcus aureus. Com a Salmonella Thiphymurium 85% das cepas foram
capazes de inibir o crescimento. Apresentando também eficiéncia (95%) ao teste de
inibicdo de crescimento de Escherichia coli (TUSSOLINI et al., 2009).

Algumas espécies de BAL exercem atividade antibacteriana, devido a
competicdo direta por nutrientes ou pela producdo de compostos com efeitos
antagonicos, como: acidos organicos, diacetil, peroxido de hidrogénio, e bacteriocinas
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(TUSSOLINI et al., 2009). A capacidade da kombucha de inibir o crescimento de
microrganismos patdgenos € atribuida ndo somente ao seu baixo pH, como também
a presenca de acido acético, acidos organicos, catequinas, e outras substancias que
fazem parte de sua composicao (WATAWANA et al., 2015).

As BAL sdo capazes de excretar e sintetizar peptideos com atividade
antimicrobiana, as bacteriocinas. Esses peptideos séo sintetizados nos ribossomos
das bactérias &cido latica, com acgdo inibitéria a microrganismos Gram-positivos
patogénicos, como 0 S. aureus (GOMES, 2021). As bacteriocinas sdo em sua maioria,
um grupo de substancias proteicas geralmente termoestaveis com propriedades
antimicrobianas, e acredita-se que o efeito das bacteriocinas seja baseado na ligacao
dos residuos de fosfato presentes nas membranas celulares das células-alvo, criando
poros e na ativacdo da autolisina que degrada as paredes celulares bacterianas
(MACHADO, 2021).

Machado (2021) alega em seu trabalho que o acido latico € mais eficiente
contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas, porém esta diferenciacao
nao foi encontrada no presente estudo, uma vez que houve pequena inibicdo para as
bactérias Gram-negativas E. coli e Salmonella e para a Gram-positiva S. aureus e
auséncia de inibicdo para o B. cereus (Gram-positiva).

Chioda et al. (2007) estudou o efeito inibitério de Lactobacillus acidophilus
sobre Escherichia coli, e relatou que a inibicdo do crescimento e atividade bactericida
ocorreu devido a producéo de acido latico e a reducédo do pH.

Vale salientar que os resultados obtidos se referem aos isolados das kombuchas e,
portanto, faz-se necessario a identificacdo destes para maior compreensao dos

mecanismos de inibicdo, bem como analisar a influéncia do pH dos sobrenadantes.
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6 CONCLUSAO

O método por microdiluicdo foi o Unico com éxito em demonstrar o potencial
antimicrobiano dos microrganismos isolados da kombucha. Os sobrenadantes de
leveduras foram capazes de inibir em diferentes tempos, as bactérias E. coli,
Salmonella, S. aureus e B. cereus, com resultados melhores para a kombucha
comercial, ja que a caseira nao inibiu a E. coli.

Os sobrenadantes das bactérias acido laticas tiveram um potencial antimicrobiano
muito baixo com inibicdo em apenas um tempo da E. coli e Salmonella (sobrenadante
da kombucha comercial) e inibicdo também em apenas um tempo, de S. aureus pelo
sobrenadante da kombucha caseira.

Desta forma, sugere-se a continuidade das analises, inclusive testando outros
isolados identificados como leveduras, bactérias acido laticas e acéticas, bem como a
busca de identificacdo dos isolados para melhor compreensao de seus mecanismos

de inibicao.
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