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RESUMO

Kombucha é uma bebida probidtica produzida pela fermentacdo do SCOBY, uma
cultura simbidtica microbiologica, tendo como substrato o cha verde ou preto, acrescido
de acucar. A composicao da microbiota do SCOBY é constituida por bactérias lacticas,
bactérias acéticas e leveduras. Os componentes bioativos do kombucha resultantes
da fermentacdo dos microrganismos exercem atividade antimicrobiana contra
bactérias. O objetivo deste trabalho foi isolar os microrganismos presentes no
kombucha para avaliacdo da atividade antagonista in vitro frente as cepas Escherichia
coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. O kombucha foi preparado
a partir de infusdo de cha verde e agucar mascavo, com fermentacéo de 7 dias. Foram
utilizados 5 meios de culturaem agar (APT, HS, MRS, M17e YM) afim de isolar
diferentes microrganismos do kombucha. A partir dos resultados obtidos, 79
microrganismos foram isolados das amostras de kombucha e identificados
morfologicamente como bacilos, cocos, leveduras e simbioses. Destes 79, 56
(70,88%) inibiram o crescimento de S. aureus e/ou E. coli. Do total, 45 microrganismos
(59,96%) apresentaram inibicdo do crescimento de S. aureus e 40 microrganismos
(50,63%) do total apresentaram inibicdo do crescimento de E. coli. A atividade
antimicrobiana teve melhores resultados contra S. aureus. Em relacdo a morfologia,
os bacilos foram a maioria em inibir S. aureus e as leveduras foram predominantes
em inibir E. coli. Sendo assim, 0s microrganismos constituintes do kombucha podem
ser explorados como uma nova alternativa para o tratamento e prevencdo de

infeccbes bacterianas e gastrointestinais, além dos beneficios probidticos a saude.

Palavras-chave: kombucha; microbiota; antibiose, agente infeccioso



ABSTRACT

Kombucha is a probiotic drink produced by the fermentation of SCOBY, a
microbiological symbiotic culture, using green or black tea as a substrate, plus sugar.
The composition of the SCOBY microbiota is made up of lactic acid bacteria, acetic
bacteria and yeasts. The bioactive components of kombucha resulting from the
fermentation of microorganisms exert antimicrobial activity against bacteria. The
objective of this work was to isolate the microorganisms present in kombucha to
evaluate the in vitro antagonistic activity against the strains Escherichia coli ATCC
25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. The kombucha was prepared from
an infusion of green tea and brown sugar, with fermentation of 7 days. Five agar culture
media (APT, HS, MRS, M17 and YM) were used to isolate different microorganisms
from kombucha. From the results obtained, 79 microorganisms were isolated from
kombucha samples and morphologically identified as bacilli, cocci, yeasts and
symbioses. Of these 79, 56 (70.88%) inhibited the growth of S. aureus and/or E. coli.
Of the total, 45 microorganisms (59.96%) showed inhibition of the growth of S.
aureus and 40 microorganisms (50.63%) of the total showed inhibition of the growth of
E. coli. Antimicrobial activity had better results against S. aureus. Regarding
morphology, bacilli were the majority in inhibiting S. aureus and yeasts were
predominant in inhibiting E. coli. Therefore, the microorganisms that make up
kombucha can be explored as a new alternative for the treatment and prevention of

bacterial and gastrointestinal infections, in addition to probiotic health benefits.

Key words: kombucha; microbiota; antibiosis, infectious agent
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1 INTRODUCAO

Com o crescente interesse por alimentos com potencial benéfico a saude, os
probioticos estdo recebendo notoriedade por serem microrganismos produtores de
substancias naturais que sao usadas no tratamento e prevencao para diversas
patologias, principalmente as relacionadas aos distlrbios gastrointestinais (Oliveira;
Almeida; Bomfim, 2017). A Organizag¢ao Mundial de Saude definiu o termo “probiético”
como“microrganismo vivo que, quando administrado em quantidades adequadas,
confere beneficio a saude do hospedeiro” (Hill et al., 2014). Dentre os alimentos
probidticos, o kombucha é uma nova tendéncia de consumo nos paises ocidentais,
por ser uma bebida nutritiva, de sabor agradavel e gaseificada.

O kombucha apesar de ser consideravelmente uma novidade no Ocidente, tem sua
origem datada por volta de 221 a.C. na China, e significa “cha do Kombu”, surgindo
apos o médico “Kombu” levar a bebida da Coréia para o Japdo, a fim de curar
problemas digestivos do imperador Inkuo (Bruschi; Sousa; Modesto, 2018). O
kombucha é feito a base de cha (Camellia sinensis - ch& preto ou verde) acrescido de
acucar, o qual sofre fermentacéo pela presenca de bactérias e leveduras presentes
no SCOBY (Jayabalan et al., 2014). O SCOBY, abreviagado de “Symbiotic Culture of
Bacterias and Yeasts”, que em portugués significa “Cultura Simbidtica de Bactérias e
Leveduras”, € um biofilme de celulose flutuante no cha, de consisténcia gelatinosa e
utilizado como iniciador da fermentagéo (Maia et al., 2020).

Por ser uma bebida probiética, um dos principais efeitos do kombucha é no trato
gastrointestinal, auxiliando no equilibrio e regulacédo da microbiota do intestino, além
de conferir protecdo contra patégenos neste local. Também possui acdo extra
intestinal, detendo propriedades antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes,
antitumoral, hipoglicemiante e com efeito antienvelhecimento (Jayabalan et al., 2014).
O kombucha é considerado fonte de diversos componentes bioativos, que ao serem
absorvidos pelo organismo, exercem seus beneficios em nivel celular (Jayabalan et
al., 2014).

Portanto, produzir a bebida de forma correta é de suma importancia pois a
fermentacdo do cha € quando ocorre o consumo de macronutrientes e o aumento
gradativo de compostos bioativos (Mendonga et al., 2020). Acidos organicos
produzidos durante este processo diminuem o valor de pH do cha, e

consequentemente, devido a essa acidez fermentativa, ocorre a reducdo de possiveis
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patbgenos que podem estar no meio, 0 que torna a bebida segura para 0 consumo,
apesar de ter origem microbiana (Leal et al., 2018; Watawana et al., 2015).

As bactérias mais abundantes na cultura simbiotica (SCOBY) séo as do acido
acético. As principais pertencem aos géneros Acetobacter e Gluconobacter, ambas
da familia Acetobacteraceae (Jayabalan et al., 2014). O género Acetobacter € capaz
de formar o acido acético, gerando o gosto avinagrado do cha, que aumenta com o
tempo prolongado de fermentacado (Teyssier; Hamdouche, 2016).

Andlises cientificas comprovaram o kombucha exerce atividade antimicrobiana
contra bactérias e fungos patogénicos, devido a formacdo de metabdlitos pela
microbiota presente no SCOBY, e pelo pH baixo decorrente da formacao de acidos
organicos durante a fermentacéao (Silva et al., 2021). Assim, através de testes in vitro,
constatou-se a atividade antibacteriana dos microrganismos do kombucha contra

bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas (Veli¢anski et al., 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROBIOTICOS

Os alimentos funcionais sao aqueles que produzem efeitos benéficos a saude,
além de suas func¢des nutricionais basicas (Leal et al., 2018), e entre eles, estdo os
alimentos probioticos que contém microrganismos vivos (Pereira et al., 2018). Os
probiodticos representam uma parcela significativa da indastria alimenticia (Tripathi;
Giri, 2014), estando entre os alimentos funcionais mais consumidos em todo o0 mundo
(Suez et al., 2019). Os probidticos sao frequentemente utilizados para tratar doencas
gastrointestinais, incluindo a modulacdo da imunidade da mucosa intestinal, bem
como a prevencao e tratamento de infec¢des intestinais (Jayabalan et al., 2014).

Os probidticos consistem em microrganismos com funcionalidades distintas,
sendo diferenciados por suas designacdes de género, espécie e linhagem (Sanders et
al., 2018). E os mais utilizados até o momento, consistem em géneros de bactérias do
acido lactico, acido acético e leveduras (Al-Mohammadi et al.,, 2021). Os
microrganismos probidticos mais comumente encontrados em alimentos s&o
Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces boulardii (Fijan, 2014; Islam, 2016).

Os consumidores tém uma preferéncia marcante pelo consumo de probiéticos
para tratar condicbes de saude, além disso, eles sdo procurados como auxilio na
perda de peso e fortalecimento do sistema imunolégico (Islam, 2016). Os probioticos
tém sido extensivamente estudados e seus beneficios estdo principalmente
associados ao trato gastrointestinal, incluindo a regulacdo e protecdo da microbiota
intestinal, bem como a melhoria do transito intestinal (Kechagia et al., 2013). E
importante ressaltar que ha uma ampla variedade de cepas probidticas disponiveis que
atuam como aliados na manutenc¢éao e equilibrio da microbiota intestinal, contribuindo

para a defesa do organismo contra agentes prejudiciais (Vandenplas et al., 2015).

2.2 KOMBUCHA

Kombucha € uma bebida probidtica produzida pela fermentacdo da planta
Camellia sinensis (ch& preto ou verde), adogado e fermentado com o0 uso de uma
cultura simbiotica de bactérias e leveduras (Leal et al., 2018). Possui um sabor
agradavel, frutado, acido e gaseificado, resultado da presenca de acidos organicos e
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do diéxido de carbono liberado durante a fermentagéo. A bebida pode ser preparada
de forma caseira ou adquirida pronta, sendo comum encontrar versdes comerciais com
adicao de frutas (Laavanya, Shirkole e Balasubramanian, 2021).

Embora ndo existam dados concretos sobre a origem exata da kombucha,
alguns registros encontrados na China, datados de 221 a.C., descrevem uma bebida
com caracteristicas semelhantes ao kombucha, conhecida como o "cha da
imortalidade" (Bruschi et al., 2018). Mesmo numa época da historia onde estudos
cientificos eram inexistentes, a bebida tornou-se conhecida por seus beneficios
perceptiveis a saude (Bruschi et al., 2018).

O SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), também conhecido como
“"cultura mae", é utilizado como iniciador para a fermentacao do kombucha. As bactérias
iniciam a sintese de celulose, e as leveduras contribuem para conferir uma
consisténcia gelatinosa ao biofilme (Gomes et al., 2018; Leal et al., 2018). Esse
biofilme é composto por uma matriz que se assemelha a uma tampa de cogumelo
(Kapp; Sumner, 2018).

A microbiota do SCOBY ¢é amplamente diversificada, compreendendo
principalmente as Bactérias do Acido Acético (BAA), tais como as dos géneros
Acetobacter e Gluconobacter, e as Bactérias do Acido Lactico (BAL) como os géneros
Lactobacillus e Lactococcus, e leveduras do género Saccharomyces (Kapp; Sumner,
2018). A diversidade da microbiota do SCOBY depende de fatores externos, como
substratos utilizados, clima, temperatura, tempo de fermentacdo e os metabdlitos
produzidos durante a fermentacéo (Laavanya, Shirkole and Balasubramanian, 2021).

A interacdo entre o SCOBY e o chd adocado durante o processo de
fermentacdo resulta em uma bebida rica em substancias quimicas, incluindo
metabdlitos de &cidos organicos, aminoacidos, diéxido de carbono, vitaminas e
polifendis. Isso confere ao kombucha um perfil funcional e nutritivo (Kapp; Sumner,
2018). A matriz presente no SCOBY, composta por fibrilas de celulose sintetizadas
pelas bactérias, possui propriedades inibitérias contra bactérias indesejaveis (Silva et
al., 2021). As leveduras convertem a sacarose em glicose e frutose pela invertase e
produzem etanol através de vias metabdlicas (Al-Mohammadi et al., 2021), que
servem como fonte de energia para as bactérias acéticas na producdo da matriz
gelatinosa do SCOBY (Jayabalan et al., 2014; Laavanya,; Shirkole; Balasubramanian,
2021).
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No Brasil, a regulamentagdo do kombucha foi estabelecida em 2019, a
Instrugdo Normativa n- 41, de 17 de setembro de 2019 (Brasil, 2019). Essa instrucao
delineia padrdes especificos de identidade e qualidade para a producéo industrializada
do kombucha destinado a comercializacdo. A legislacdo determina que o0s
ingredientes obrigatérios para a fabricacdo do kombucha incluem agua potavel,
infusdo ou extrato aquoso de Camellia sinensis (ch& verde ou preto), acucares, e 0
SCOBY (Brasil, 2019). Nos Estados Unidos, ndo existe uma legislacéo especifica para
o kombucha. No entanto, com o aumento da comercializacdo da bebida, o
Departamento de Agricultura da Pensilvania publicou diretrizes para regulamentar
tanto aproducdo quanto a embalagem (Oliveira et al., 2023). E importante destacar
que, durante a producéo artesanal do kombucha destinado a venda informal, podem
ocorrer praticas insegurasque comprometem a qualidade da bebida. Portanto, &
crucial regular a producdo do kombucha quando se trata de fins comerciais (Kim;
Adhikari, 2020; Oliveira et al., 2023).

2.3 MICROBIOTA DO KOMBUCHA

O kombucha é uma bebida fermentada, cuja fermentacdo é realizada por
microrganismos que toleram a acidez (Kim; Adhikari, 2020). O processo de
fermentacdo é uma técnica amplamente utilizada na conservacdo de alimentos, e
pode produzir diferentes substancias dependendo da via metabdlica utilizada pelos
microrganismos envolvidos (Maia et al., 2020).

No kombucha, a fermentacdo ocorre por meio de trés vias metabdlicas
principais: alcoolica, latica e acética, devido a presenca das bactérias e leveduras no
SCOBY. O equilibrio desses microrganismos no meio de fermentacéo influencia o teor
de é&lcool e acido acético da bebida. Além disso, durante o processo fermentativo, 0s
microrganismos produzem acidos organicos que diminuem o pH do cha, criando um
ambiente acido que inibe ou reduz o crescimento de microrganismos indesejaveis
(Leal et al., 2018; Watawana et al., 2015).

A composicao microbiolégica do kombucha é uma simbiose de microrganismos
probioéticos. Majoritariamente, é composto por bactérias acéticas, bactérias laticas e
leveduras. A microbiota varia a depender da origem do SCOBY e do substrato (tipo
de cha, tipo de acucar) usado para a producao (Kim; Adhikari, 2020; Leal et al., 2018;
Teyssier; Hamdouche, 2016; Villarreal-Soto et al., 2018). A Tabela 1 apresenta as
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espécies de microrganismos do kombucha identificados em diversos estudos,

conforme a sua morfologia.

Tabela 1 - Microrganismos encontrados no kombucha

Bacilos Cocos Leveduras
Lactobacillus acidophilus Enterococcus spp. Komagataeibacter rhaeticus
Lactobacillus bulagricus Lactococcus spp. Saccharomyces boulardii

Lactobacillus casei Leuconostoc spp. Saccharomyces cerevisiae
] ) Schizosaccharomyces
Lactobacillus fermentum Pediococcus pentosaceus
pombe
Lactobacillus kefiranofaciens Streptococcus thermophilus Zygosaccharomyces bailii

Lactobacillus plantarum

Fonte: (Al-Mohammadi et al., 2021; Bogdan et al., 2018; Dinev et al., 2018; Marsh et al., 2014; Nguyen
et al., 2015; Pei et al., 2020)

As acetobactérias, bacilos Gram-negativos aerdbios, possuem a capacidade de
converter glicose em &cido glucénico e oxidar o &nion acetato em didxido de carbono,
além de usar etanol para produzir acido acético. Este Ultimo processo confere a bebida
seu sabor avinagrado, que pode variar de acordo com o tempo de fermentacao (Kim;
Adhikari, 2020; Leal et al., 2018; Teyssier, Hamdouche, 2016; Villarreal-Soto et al.,
2018).

Além das bactérias acéticas, o SCOBY também contém uma grande
guantidade de leveduras que superam as bactérias acéticas em numero. Estas
leveduras s@o responsaveis pela producdo da enzima invertase, que converte
sacarose em glicose e frutose, resultando na producdo de &lcool durante a
fermentacao (Leal et al., 2018).

Adicionalmente, o SCOBY abriga as BAL, bactérias Gram-positivas, que
utilizam o carboidrato (glicose) como substrato para produzir acido latico, agregando
sabor ao cha fermentado e sintetizando metabdlitos que enriquecem a bebida com
compostos nutricionais. Os metabdlitos produzidos pelas BAL, participam da
composicdo da kombucha apds a fermentacéo, e além de propriedades probioticas,
também participam na atividade antimicrobiana (Gao et al., 2019).

Pesquisas indicam que a variedade microbiolégica presente no kombucha
contribui paraa atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos patogénicos
(Miranda et al., 2022). Notoriamente, o kombucha pode inibir o crescimento de varios

patdbgenos, como Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonella spp. e



20

Staphylococcus spp. (Watawana et al., 2015). Acredita-se que essa capacidade
antimicrobiana se deve aos metabdlitos produzidos pela diversidade de bactérias e
leveduras presentes no SCOBY (Silva et al., 2021).

2.4 PROCESSO DE FERMENTACAO E COMPOSTOS BIOATIVOS DO
KOMBUCHA

A fermentacdo € um método antigo de preservacéo de alimentos que promove
alteracdes bioquimicas, e assim, prolongam a durabilidade dos alimentos (Villarreal-
Soto et al., 2018). No preparo tradicional do kombucha, adiciona-se geralmente de 5 a
8% de acucar ao chéa preto ou verde (Camellia sinensis). O periodo de fermentacdo
pode variar de no minimo 3 dias a no maximo 60 dias, dependendo das preferéncias
pessoais, praticas culturais e objetivos de consumo (Watawana et al., 2015). Essas
varidveis, como a quantidade de aculcar e o tempo de fermentacdo, desempenham
um papel crucial no processo, pois influenciam diretamente o pH final e a
concentracdo de substancias organicas no kombucha. E importante ressaltar que a
fermentacdo em si é um fator determinante para a agcao antimicrobiana do kombucha
(Leal et al., 2018; Vina et al., 2014).

Ao longo da fermentacéo do kombucha, a concentracéo de acido acético tende
a aumentar (Jayabalan et al., 2014; Villarreal-Soto et al., 2018). A fermentacéo
também leva a oxidacao da glicose em acido gluconico e posteriormente a sintese da
celulose microbiana para a formacgédo do SCOBY que flutua na superficie do cha. Além
disso, o &cido glucdnico possui alta capacidade de ligar-se a substancias toxicas e
auxiliar na desintoxicacdo do organismo (Leal et al., 2018). Outro acido produzido
durante a fermentacédo € o 4cido latico (Jayabalan et al., 2014; Neffe-Skocinska et al.,
2017).

O kombucha apresenta uma composi¢cdo rica em compostos bioativos e
antioxidantes, incluindo polifendis. Essas substancias contribuem para o potencial
terapéutico do kombucha. O tipo de cha utilizado no preparo, seja preto ou verde,
influencia na presenca dos polifendis. A oxidagao do cha preto resulta em teaflavinas
e tearubiginas, enquanto o cha verde apresenta maior concentragdo de catequinas
(Fu et al., 2014; Villarreal-Soto et al., 2018).

O kombucha é rico em &cido glucurdnico, um poderoso desintoxicante hepatico

e precursor da vitamina C. Este 4cido tem a habilidade de ligar-se a substancias toxicas
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hepaticas, facilitando a secrecdo renal (Neffe-Skocinska et al., 2017). A quantidade de
acido glucurodnico e vitamina C no kombucha é influenciada pelas BAA e leveduras
presentes,bem como pelo tempo de fermentacdo (Leal et al., 2018; Malbasa et al.,
2011; Nguyen et al., 2015).

O sabor do kombucha varia durante o processo de fermentacéo, podendo ser
doce e frutado, &cido e levemente espumante, ou apresentar um sabor suave de
vinagre. Isso ocorre porque 0s microrganismos do SCOBY usam o0 acucar como
substrato para a biossintese de acidos organicos. Assim, o tempo de fermentacéo e
a selecdo da microbiota influenciam diretamente o sabor, a qualidade e quantidade
dos ingredientes benéficos produzidos no kombucha (Jayabalan et al., 2014; Kim;
Adhikari, 2020).

O kombucha possui propriedades antioxidantes devido a presenca de acido
ascorbico, polifen6is e outras moléculas bioativas, auxiliando no aumento da
imunidade, prevencdo do céancer, alivio de inflamacdes e artrites (Jayabalan et al.,
2014). O acido aceético, também produzido durante a fermentacéo, possui atividade
antioxidante e atua em conjunto com 0s outros compostos presentes no kombucha
(Gomes et al., 2018).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO KOMBUCHA

Durante a fermentacao do chd, as bactérias produzem acidos orgéanicos, o que
torna possivel combater microrganismos patogénicos por meio da acidificacdo do
meio. Essa acidificacdo causa danos nas enzimas, paredes e membranas celulares,
interrompendo a absorcdo de nutrientes e inibindo a sintese de proteinas. Além disso,
0s microrganismos do kombucha também produzem bacteriocinas, que séo peptideos
com atividade antimicrobiana (Gao et al., 2019; Hou et al., 2021).

As bacteriocinas, liberadas por diferentes espécies bacterianas, causam danos
nas membranas celulares dos patégenos. O estudo realizado por Simons et al. (2020)
avaliou uma bacteriocina produzida por Lactobacillus plantarum, isolado do
kombucha, que demonstrou uma atividade antibacteriana contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, causando morte celular por aumentar a permeabilidade
da membrana celular.

Estudos demonstraram que a atividade antimicrobiana do kombucha esta

relacionada ndo apenas aos acidos produzidos, mas também a outros componentes
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biossintetizados durante a fermentacdo (Battikh et al., 2012). Pesquisadores
identificaram a presenca de ésteres, compostos hidrofébicos que interagem com
bactérias patogénicas, bem como compostos heterociclicos, que inibem a sintese de
funcdes bacterioldgicas essenciais e resultam em morte celular (Al-Mohammadi et al.,
2021). Além disso, os alcaloides encontrados no kombucha causaram danos as
bactérias patogénicas, resultando em lise celular (Zhao et al., 2015).

Essas atividades antimicrobianas tém sido observadas contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e alguns tipos de fungos, como Candida spp. (Pei et al.,
2020). Os autores Al-Mohammadi et al., (2021) também destacaram a importancia dos
metabdlitos provenientes do processo fermentativo, que atuam em sinergia com
farmacos convencionais para fornecer uma atividade antimicrobiana mais forte. A
compreensao desses mecanismos de agdo e a relacdo entre 0s componentes
microbioldgicos e quimicos do kombucha ainda requerem estudos mais aprofundados
(Silva et al., 2021).

2.6 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E A BUSCA POR ALTERNATIVAS
TERAPEUTICAS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia
antimicrobiana ocorre quando um microrganismo é exposto a um antimicrobiano, e
adquire resisténcia a acdo antimicrobiana (Silva et al., 2020). Essa resisténcia pode
surgir naturalmente durante a interacdo dos microrganismos no ambiente ou devido
a fatores intrinsecos multifatoriais. No entanto, 0 aumento expressivo da resisténcia
esta diretamente relacionado ao uso irracional de antimicrobianos em humanos, bem
como a utilizacao excessiva desses medicamentos na criacdo animal (Munita; Arias,
2016). Além disso, a falta de busca por novos antimicrobianos pela industria
farmacéutica tem contribuido para agravar a situacdo. Esse cenario representa um
desafio alarmante para a saude publica global, pois dificulta o tratamento e limita as
opcOes de combate as infec¢des (Marston et al., 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos tem evoluido de forma exponencial e resultou
em um aumento no nimero de infec¢des intrataveis. Para reduzir a disseminagéo de
microrganismos resistentes, como bactérias, fungos, virus e parasitas, sao
necessarias acfes como a conscientizacdo sobre a prescricdo racional de

antimicrobianos e a adocdo de medidas para prevenir e controlar infec¢des causadas
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por patdgenos resistentes em seres humanos e animais (Pérez, 2017; Silva et al., 2020).
E de suma importancia compreender o0s mecanismos pelos quais o0s
microrganismos desenvolvem resisténcia para desenvolver estratégias eficazes de
combate (Munita; Arias, 2016).

Nesse contexto, os estudos promissores sobre os alimentos com potencial
antimicrobiano, como o kombucha, podem ser Uteis para o desenvolvimento de
alternativas inovadoras (Battikh et al., 2012). O estudo de Al-Mohammadi et al.,
\92021) reporta que alguns probidticos que produzem bacteriocinas e metabdlitos séo
capazes de inibir bactérias multirresistentes. No entanto, € necessario investir em
mais pesquisas tanto para encontrar maneiras de lidar com o avanco da resisténcia
guanto para aprofundar o conhecimento sobre o potencial do kombucha no combate

a doencas e na melhoria da saude.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi isolar os microrganismos presentes no kombucha
para avaliagdo da atividade antagonista in vitro frente as cepas Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar os microrganismos presentes no kombucha;

e Comparar a eficacia de isolamento dos meios de cultura utilizados;

e Determinar a atividade inibitéria dos microrganismos isolados do kombucha
contra o crescimento de S. aureus e E. coli;

e Realizar a coloragdo de Gram e comparar morfologicamente o0s
microrganismos isolados do kombucha de acordo com sua capacidade de

antimicrobiana.
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4 JUSTIFICATIVA

Majoritariamente, a producdo de kombucha no Brasil é realizada
artesanalmente, muitas vezes pelos préprios consumidores em casa, mas
notoriamente essa bebida estd sendo inserida no mercado por meio da producao
industrial. Devido a progressiva insercdo de alimentos saudaveis na indudstria
alimenticia brasileira, facilitando o acesso ao consumidor, 0 uso de probioticos
aumentou consideravelmente. Com um sabor adocicado elevemente gaseificado e
possuindo propriedades benéficas a salde, como atividade antioxidante, o kombucha
€ um dos probidticos mais promissores neste nicho alimenticio. H4 estudos e
pesquisas sobre o kombucha, mas alguns sao controversos e nao aprofundam o efeito
antimicrobiano dos microrganismos isolados do kombucha contra microrganismos
patogénicos. Em funcgéo disto, a avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos
microrganismos isolados da kombucha deve adicionar mais informagbes a essa

lacuna na literatura.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SCOBY E PREPARACAO DO KOMBUCHA
Os SCOBYs foram doados por pessoas que cultivam essas culturas artesanais

em casa. Para a producgéo do kombucha, os SCOBY's foram inoculados em ché verde

(4 g/L) adocado com acucar mascavo até a leitura de 10° Brix, e fermentado por 7

dias, em temperatura ambiente (Figura 1).

Figura 1 - Kombucha preparado com SCOBY, ch& verde e agicar mascavo

Fonte: Elaboragéo propria.

5.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES NO KOMBUCHA

5.2.1 Meios de cultivo paraisolamento dos microrganismos presentes no

kombucha

As bactérias acido-laticas foram isoladas em trés diferentes meios de cultura:
Agar All Purpose Tween (APT) usado para o isolamento de culturas
heterofermentadoras, Agar M17 utilizado para o isolamento de Lactococcus spp.,
conforme descrito por Terzaghi e Sandine (1995) e Agar Man Rogosa Sharpe (MRS)
utilizado para isolar Lactobacillus spp., de acordo com a metodologia descrita por
Rogosa, Mitchell e Wiseman (1951). Para isolar bactérias do &cido acético foi utilizado
0 meio de cultivo Agar Hestrin-Schramm (HS) conforme descrito por Hestrin e
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Schramm (1954), com adaptacdes. As leveduras foram isoladas utilizando o meio
Agar Yeast Malt (YM).

5.2.2 Preparacdo das amostras para o isolamento dos microrganismos

O preparo das amostras foi realizado no sétimo dia de fermentacdo. Para
aumentar a superficie de contato, pequenas por¢cées do SCOBY foram retiradas, tanto
da superficie superior quanto inferior, além da camada interna da membrana. Para as
diluicbes seriadas, 10 g de SCOBY foram transferidos para um recipiente estéril,
adicionando a bebida fermentada até alcancar 25 mL. A amostra foi entdo diluida em
225 mL de agua destilada com peptona 0,1% (p/v) estéril, obtendo-se a diluicdo 10
Apds homogeneizacdo em vortex por 2 minutos, 1 mL da amostra (diluigcdo 107) foi
transferida para um tubo Falcon contendo 9 mL de 4gua com peptona 0,1% (p/v),
resultando na diluicdo 102. As amostras foram diluidas sucessivamente até 10,
Aligquotas de 100 uL das amostras foram pipetadas em placas de Petri contendo os
meios de cultivo (APT, MRS, M17, HS e YM), e com o auxilio de alcas de Drigalski
estéreis, as aliquotas foram espalhadas sobre a superficie do 4gar. ApGs a secagem,
as placas foram incubadas a 28°C, em condi¢des de aerobiose e anaerobiose, por um

periodo de 24 a 72 horas.

5.2.3 Isolamento e purificagdo das colbnias

O isolamento dos microrganismos foi realizado com o auxilio do estereoscépio
Leica modelo M-125C, que facilita a observacédo das estruturas das col6nias e permite
distinguir diferencas morfologicas. As placas que exibiram crescimento de colbnias
simbidticas foram submetidas a sucessivas diluicbes até que fosse possivel isolar
colbnias puras. Apos a purificacdo, os microrganismos foram novamente semeados,
em tubo inclinados previamente preparados contendo os mesmos meios de cultura de
origem. Para a preservacdo dos microrganismos isolados, foi adicionada aos tubos
glicerina liquida esterilizada, para inibir possiveis contaminantes, proporcionando

condi¢bes adequadas para a preservacao dos microrganismos.
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5.2.4 Ativagdo dos microrganismos isolados

Para a ativacdo dos microrganismos isolados, com o auxilio de uma al¢a de
calibrada de 10 L, os isolados foram repicados em tubos contendo 10 mL de caldo
APT, caldo MRS, caldo M17, caldo HS e caldo YM, correspondentes ao meio de
cultivo do isolamento. As amostras foram incubadas na estufa por 24 horas ou até que
se observasse turbidez nos tubos. Apés a ativacéo, e com o auxilio de um swab estéril,
os isolados foram semeados em placas de agar (APT, MRS, M17, HS e YM). As
placas foram incubadas a 28°C por 24 a 72 horas. ApGs 0 crescimento, 0S

microrganismos estavam preparados para o teste de antagonismo.

5.2. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DOS
MICRORGANISMOS ISOLADOS DO KOMBUCHA

5.2.5 Preparacédo das cepas patogénicas

As cepas utilizadas no estudo incluiram Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os inéculos foram preparados por meio de
suspensao direta do crescimento microbiano em caldo Luria Bertani, ajustando a
turvacao para ser equivalente 0,5 na escala de McFarland, o que corresponde a uma
concentracdo de 1,0x10° - 1,0x108 UFC/mL. A densidade 6ptica das suspensées foi

ajustada para um intervalo entre 0,08 e 0,10 a 625 nm no espectrofotdmetro.

5.2.6 Estudo da atividade antimicrobiana

Seguindo as metodologias propostas por Valgas (2007) e Magaldi et al. (2004)
com adaptacdes, os inoculos das cepas patogénicas foram semeados em Agar YM
usando swabs estéreis. Posteriormente, discos de agar de 5 mm, contendo os
microrganismos isolados do kombucha, foram colocados sobre as placas de Agar YM
ja semeadas com as cepas patogénicas (S. aureus e E. coli) promovendo o contato
entre 0s microrganismos isolados e as cepas patogénicas. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Apos 24 horas de incubacdo a 37°C, foram realizadas as
medicdes dos halos de inibicdo (Figura 2) das cepas patogénicas. Os resultados foram

expressos como média e desvio padréao (Média £ DP) em milimetros de diametro.
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Figura 2 - Halos de inibicdo em triplicata dos microrganismos isolados do

kombucha contra S. aureus

Fonte: Elaboracgao prépria.

5.3 ESTATISTICA

As analises experimentais foram realizadas em triplicata, e os resultados
obtidos foram expressos como valores de média e desvio padrao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS DAS AMOSTRAS DE KOMBUCHA

O Gréfico 1 apresenta os resultados das andlises quantitativas dos
microrganismos isolados de amostras de kombucha em diferentes meios de cultura e
as suas caracteristicas morfologicas. No total foram isolados 79 microrganismos do
kombucha. Destaca-se o meio de cultura agar APT que apresentou 0 maior numero
de microrganismos isolados com 22 isolados (27,84%), seguido dos meios agar YM
com 19 isolados (24,05%), agar HS com 16 isolados (20,25%), 4gar MRS com 13
isolados (16,45%) e agar M17 com 9 isolados (11,39%).

Gréafico 1 - Distribuicdo dos microrganismos isolados do kombucha por meios de
cultura e morfologia

B APT (n=22) M (19) HS(16) ® MRS(13)  m M17(9)
10
8
6
4
| J_I JI_I
: LB
BA (28) SB(15) N/A(9)

Fonte: Elaboracao prépria. (n=79) = quantidade de microrganismos isolados; APT = 4gar All Purpose
Tween; MRS = agar Man, Rogosa and Sharpe; M17 = 4gar M17, HS = agar Hestrin-Schamm, YM =
agar Yeast Malt. BA = bacilo; CO = coco; LE = levedura; SB = simbiose; NA = morfologia néo
identificada.

O estudo revelou que o meio de cultivo agar APT foi muito eficaz no isolamento
de microrganismos, apesar de sua aplicabilidade ser direcionada para bactérias

lacticas mais exigentes, como os Lactobacillus heterofermentadores, amplamente
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reconhecidos como componentes chave da microbiota da kombucha (Fijan, 2014). De
fato, a andlise mostrou que o APT né&o so isolou o maior nUmero de microrganismos,
mas também demonstrou ser particularmente propicio para o cultivo de bacilos,
confirmando que essa foi morfologia mais prevalente, representando 35,4% dos
isolados (n = 28).

O meio agar YM foi o segundo mais produtivo, favorecendo ndo apenas o
crescimento de leveduras, mas também de bactérias, em especial o grupo simbidtico,
como evidenciado pelo Grafico 1, com 19 isolados (24,05%). As leveduras
representaram o segundo tipo morfolégico mais isolado (n = 20, 25,31%). Tal
resultado estd em consonéancia com a literatura que destaca o papel das leveduras na
formacéao do biofilme do kombucha (Gomes et al., 2018; Leal et al., 2018), e reforca a
importancia das simbioses entre bactérias e leveduras, componentes fundamentais
do SCOBY e essenciais no processo de fermentacdo do kombucha (Kapp; Sumner,
2018; Leal et al., 2018). As técnicas empregadas para isolamento e separacado dessas
culturas simbidticas ndo foram eficientes, assim, os métodos analiticos precisam ser
refinados para uma caracterizacdo mais precisa dessas interacdes complexas.

Embora os meios HS e MRS tenham isolado menos microrganismos em
comparacdo com o APT e o YM, eles tiveram uma contribui¢do significativa com 16
(20,25%) e 13 isolados (16,45%), respectivamente. O meio HS é conhecido por
favorecer o crescimento das Bactérias do Acido Léactico (BAL) (Hestrin e Schramm,
1954), enquanto o MRS é mais adequado para o isolamento de Lactobacillus spp.
(Rogosa, Mitchell e Wiseman, 1951). No entanto, observou-se que ambos os meios,
HS e MRS, apresentaram as maiores taxas de isolamento de leveduras, com 7 e 6
isolados respectivamente, o que contrasta com o meio YM, que é especificamente
destinado ao isolamento de leveduras.

O agar M17, que isolou apenas 9 microrganismos (11,39%) é utilizado
principalmente para isolar Lactococcus spp. (Terzaghi; Sandine,1995), e mostrou uma
capacidade limitada de isolar microrganismos. A baixa quantidade de isolados pode
ser atribuida a especificidade deste meio, que é mais utilizado em produtos lacteos e
nos produtos fermentados que favorecem o crescimento bactérias do acido lactico
(BAL) (Gao et al., 2019; Kivang; Yapici, 2015).

No Gréfico 1, observa-se que 0S cocos representaram a menor porcentagem
de isolamento, constituindo apenas 9% (n = 7) dos isolados. Fica evidente neste

estudo que os cocos compuseram a menor fracao bacterioldgica do kombucha. Marsh
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et al. (2014) também identificaram menores proporc¢des de Lactococcus na andlise da
microbiota do kombucha. Bogdan et al. (2018) identificaram na microbiota do
kombucha a predominancia de espécies de Lactobacillus spp., sendo os Lactococcus
Spp. menos predominantes.

Os dados também revelaram que um pequeno percentual de microrganismos
nao teve a morfologia identificada, ressaltando os desafios associados a preservacao
dos microrganismos e analise morfologica subsequente, particularmente em face da

ocorréncia de contaminacdes durante o cultivo.

6.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DAS
AMOSTRAS DA KOMBUCHA (TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO)

A Tabela 2 apresenta a relacéo entre a morfologia dos microrganismos isolados
da kombucha e o resultado do antagonismo contra as cepas Staphylococcus aureus

e Escherichia coli.

Tabela 2 - Andlise da atividade antagonista dos microrganismos isolados do
kombucha: uma relacdo entre morfologia e inibicAo de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus

Isolados Escherichia coli Staphylococcus aureus
Morfologia (n=79) AA (n=40) Halos de inibic&o AA (n=45) Halos de inibigo
(mm) (mm)
BA 29 (36,7%) 6 (15%) 18,0+2,0a31,3+1,2 15(33,3%) 9,7+0,5a50,4+1,8
CcoO 7 (8,9%) 3 (7,5%) 19,8+0,2 a 36,6+1,5 1(2,2%) 29,2+0,4
LE 20 (25,3%) 15(37,5%) 10,1+1,2a41,4+1,9 13(28,9%) 12,4+2,9a 23,1+1,2
SB 14 (17,7%) 11 (27,5%) 9,1+0,0 a 33,2+2,1 9 (20%) 11,610 a 26,7+1,6
NA 9 (11,4%) 5(12,5%) 13,1+0,3a23,1+0,2 7 (15,6%) 10,1+0,8 a 26,6+6,6

Fonte: elaboracéo prépria. AA= atividade antagonista; n= nUmero de microrganismo isolados; BA =
bacilo; CO = coco; LE = levedura; SB = simbiose; NA = morfologia néo identificada; (mm) = milimetro.

Dentro do espectro de microrganismos isolados do kombucha, os bacilos
destacaram-se significativamente, formando 36,7% do total. Eles demonstraram uma
capacidade antagonista contra E. coliem 15% dos casos, produzindo halos de inibicao
gue variaram de 18,0 a 31,3 mm. Este resultado foi ainda mais expressivo no combate
ao S. aureus apresentando porcentagem de inibicdo de 33,3% dos isolados, com
halos variando de 9,7 a 50,4 mm, sugerindo uma producdo diversificada de

substancias antimicrobianas.



33

Conforme ilustrado, € notavel que mais da metade dos bacilos isolados
exibiram atividade antagonista contra S. aureus. Varios estudos na literatura
comprovaram o potencial antimicrobiano dos lactobacilos. Dinev et al. (2018)
destacaram que a espécie Lactobacillus plantarum € particularmente probiotica e
possui um amplo espectro de atividade antibacteriana, um bacilo eficaz contra
patbgenos Gram-positivos, incluindo S. aureus, assim como contra Gram-negativos.

Lactobacillus plantarum produz bacteriocinas e acidos organicos que
funcionam como compostos antibacterianos, além de hidroxiacidos graxos e
dipeptideos orgéanicos que tém acdo antifingica e atuam como bioconservantes
eficazes contra microrganismos que deterioram alimentos (Dinev et al., 2018). Pei et
al. (2020) relataram que Lactobacillus plantarum isolado de kombucha produziu uma
bacteriocina especifica que inibiu a formacéo de biofilme de S. aureus e aumentou a
permeabilidade da membrana celular, conduzindo eventualmente & morte das células
bacterianas.

Os cocos, contribuiram com 7,5% de inibicdo contra E. coli e 2,2% de inibicdo
contra S. aureus, e assim, constituiram a menor fracdo dos isolados e apresentaram
um potencial antibacteriano menos expressivo. No entanto, essa observagcdo nao
invalida a sua contribuicdo significativa para as propriedades antimicrobianas do
kombucha, especialmente quando em simbiose com outros microrganismos. Nesse
sentido, os resultados mostraram que mais da metade dos microrganismos
simbidticos foram eficazes em inibir patdgenos, destacando um 6&timo pefrfil
antagonista contra E. coli (27,5%) e uma acao consideravel contra S. aureus (20,0%).
O SCOBY é um consorcio simbidtico composto principalmente por bactérias e
leveduras. Devido a rica diversidade da microbiota do kombucha, a composicdo e a
interacdo simbibtica entre bactérias e leveduras variam consideravelmente (Al-
Mohammadi et al., 2021).

As leveduras isoladas do kombucha também se mostraram eficazes,
representando 25,3% dos isolados e liderando a atividade antagonista contra E. coli
em 37,5% dos casos com halos de inibicdo de 10,1 a 41,4 mm, além de inibir 28,9%
das amostras de S. aureus com halos de inibicdo de 12,4 a 23,1 mm. Estudos focados
em leveduras como Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii
ressaltaram os beneficios a saude proporcionados por esses microrganismos e suas

propriedades antimicrobianas (Al-Mohammadi et al., 2021).



34

A Tabela 3 apresenta os resultados da atividade antagonista dos
microrganismos isolados da kombucha contra as cepas patogénicas de Escherichia
coli (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Dos 79
microrganismos isolados, 56 (70,88%) apresentaram formacao halos de inibicao.
Observou-se que 41 isolados (51,90%) produziram halos acima de 20 mm, contra pelo
menos uma das cepas patogénicas testadas, indicando uma forte atividade

antimicrobiana.

Tabela 3 - Avaliacdo da capacidade inibitéria dos microrganismos isolados do
kombucha contra as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halos de inibigdo Halos de inibicdo
(mm) (mm)
Is(l?llfgt%s Morfologia E.coli  S.aureus Is(&ljg(%s Morfologia E.coli  S.aureus
(n=40) (n=45) (n=40) (n=45)
1 LE 41,4419 22,2+1,5 29 NA 22+0,6 10,1+0,8
2 LE 40,9+0,6 23+0,7 30 BA 20,9+1 19,5+0,6
3 LE 38,615 22,11 31 CcoO 20+0,2 0+0
4 LE 38,4+0,4 22,3%¥1,5 32 BA 18+2 14,5+1,1
5 LE 37,5+0,5 0+0 33 NA 16,9+0,8 13,5+3,7
6 Cco 36,6£1,5 29,2+0,4 34 SB 15,4+1,3 0+0
7 LE 34,3+1,1 22,3+2,3 35 LE 15,2+0,3 0+0
8 SB 33,2+2,1  26,7+1,6 36 NA 13,1+0,3 10,8+0,9
9 BA 31,3+1,2 20,9+1,2 37 LE 10,5+0,4 0+0
10 SB 31+1,6 17,8+0,5 38 SB 10,3+0,5 0+0
11 BA 29,5+0,8 9,7+0,5 39 LE 10,1+1,2 0+0
12 SB 29,3+0,5 20,9+1,9 40 SB 9,140 24,4+0,9
13 co 29+0,3 0+0 41 BA 0+0 50,4+1,8
14 BA 27,4+0,2 0+0 42 BA 0+0 36,9+2,1
15 SB 26,5+2,2 18+1,4 43 BA 0+0 35,2+1,1
16 LE 25,9+1 16,1+1,2 44 BA 0+0 29,1+1,1
17 SB 25,840,9 16,9+1,1 45 NA 0+0 26,616,6
18 BA 25,1+1  45,1+0,3 46 BA 0+0 25+0,5
19 SB 24,5+1 0+0 47 BA 0+0 23,9+0,6
20 LE 24,4429 19,241 48 LE 0+0 23,1+1,2
21 LE 24,3+1,7 20,1+0,9 49 LE 0+0 22,5+0,3
22 SB 23,9+0,9 22,1+0,8 50 SB 0+0 17,5+0,5
23 LE 23,840,8 0+0 51 BA 0+0 17,1+0,9
24 SB 23,7+0,1 18,1+0,2 52 BA 0+0 16+0,2
25 LE 23,3+2 12,4429 53 SB 0+0 14,9+1
26 NA 23,1+0,2 15,6%+1,1 54 LE 0+0 14,6+0,1
27 NA 22,9+1,4 19,6%1,3 55 NA 0+0 14,1+0,6
28 LE 22,3+1,3 14,9+13 56 BA 0+0 12,6+0,5
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Fonte: Elaboragdo propria. N = N&o houve halo de inibicdo. Analise realizada em triplicata e valores
expressos em Média milimetro (mm), seguido do (Desvio Padrdao) em milimetro (mm). BA = bacilo. CO
= coco. LE = levedura. SB = simbiose. NA = morfologia nao identificada. N= total de microrganismos
isolados. n= total de microrganismos com atividade inibitéria.

A partir dos resultados obtidos € perceptivel notar que 29 isolados (36,70%)
foram capazes de inibir ambos os patdgenos testados, S. aureus e E. coli, sugerindo
um amplo espectro de agao antimicrobiana. Por outro lado, 23 isolados (29,11%) nao
apresentaram atividade inibitéria (Anexo 2).

Valiyan et al. (2021) avaliaram a atividade antimicrobiana do kombucha de cha
verde fermentado por um periodo de 7 a 14 dias e observaram que E. coli apresentou
halos de inibig&o variando de 10 a 20 mm, enquanto S. aureus mostrou halos de 11 a
17 mm. Bhattacharya et al. (2016) estudaram a atividade antimicrobiana da fracéo
fendlica do kombucha e observaram halos de inibicdo para E. coli de 20,7 mm e para
S. aureus de 18,0 mm.

Battikh et al. (2013) realizaram um estudo sobre o kombucha fermentado a
partir de infusBes de cha verde e cha preto por 21 dias, com o objetivo de investigar
seu efeito antimicrobiano contra patégenos. O estudo mostrou que o kombucha de
cha verde apresentou um potencial antimicrobiano mais pronunciado em compara¢ao
com o chd preto. Foram registrados halos de inibi¢cdo que variaram de 10,5 a 14,5 mm
para E. coli e de 9,5 a 26,5 mm para S. aureus, evidenciando uma maior inibicdo de
S. aureus em comparacao com E. coli.

Noormandi e Dabaghzadeh (2015) e Valiyan et al. (2021) sugeriram que o cha
verde pode aumentar o potencial antibacteriano dos microrganismos do kombucha.
Os polifendis presentes no cha verde sdo conhecidos por suas propriedades de
inibicdo do crescimento de E. coli.

Dos isolados que apresentaram inibicdo contra E. coli (40) apenas 9 nao
inibiram também S. aureus, por outro lado, dos 45 isolados que formaram halos contra
S. aureus, 16 nao apresentaram halos contra E. coli. Curiosamente, 50% dos halos
acima de 20 mm contra S. aureus, estdo dentro dos que ndo apresentaram inibicbes
contra E. coli. Esses resultados sugerem diferencas na suscetibilidade dos patégenos
aos compostos antimicrobianos produzidos pelos isolados. Pelo menos 10 isolados
contra E. coli se destacaram com a formacéo de halos acima de 30 mm (8) e 40 mm
(2), sendo morfologicamente identificados como LE (6), SB (2), CO (1) e BA (1). Para
S. aureus, 2 isolados apresentaram halos acima de 30 mm e 2 isolados acima de 40

mm, todos classificados com BA.
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A capacidade inibitoria das Bactérias do Acido Lactico (BAL) esta diretamente
relacionada com a sua habilidade de acidificar o ambiente através do metabolismo de
carboidratos. Esta acidificacdo contribui para a supressao do crescimento de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes (Dias et al., 2018). Além disso, Barbosa et al.
(2015) reportaram que certas espécies de BAL podem sintetizar peptideos
antimicrobianos chamados bacteriocinas e produzir peréxido de hidrogénio. Ambos os
compostos sdo eficazes na inibicdo de patdbgenos e microrganismos que causam
deterioracéo, destacando o papel importante das BAL na promocao da seguranca e
estabilidade alimentar, assim como no potencial terapéutico para tratamentos
relacionados a microbiota intestinal.

Nguyen et al. (2015) isolaram microrganismos de kombucha fermentado por 5
dias e avaliaram quanto a sua capacidade de inibicdo bacteriana. Foi observado que
esses microrganismos apresentaram zonas de inibicAo contra varias cepas
patogénicas: E. coli (8,50 mm), Bacillus cereus (6,75 mm), Salmonella Typhimurium
(9,15 mm) e Listeria monocytogenes (9,00 mm). Os autores concluiram que as
atividades antimicrobianas observadas estdo relacionadas com os acidos organicos
secretados pelas leveduras e bactérias acéticas presentes no kombucha.

Czerucka e Rampal (2019) avaliaram as caracteristicas das leveduras,
especialmente S. boulardii, no controle de problemas intestinais. Os autores
observaram que as cepas possuem uma habilidade de fixar toxinas e bactérias em
sua parede celular, facilitando assim a eliminacdo desses agentes durante o transito
intestinal. Além disso, foi constatado que estas leveduras sdo capazes de sintetizar
proteinas de alto peso molecular, algumas das quais tém a capacidade de inibir a
expressdo de fatores de viruléncia de patégenos como E. coli. Esses achados
destacam o potencial terapéutico de S. boulardii no manejo de distarbios
gastrointestinais.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, através de testes in vitro, constatou-se a atividade
antibacteriana dos microrganismos isolados do kombucha contra as bactérias
patogénicas Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O substrato para a
fermentacdo da kombucha foi preparado a partir do ché verde acrescido de xarope de
acucar mascavo e a adicdo de amostras doadas de SCOBYs. O cha foi fermentado
de 7 dias para a obtencéo de amostras e realizacdo dos testes antagonistas contra as
cepas patogénicas.

Foram isolados 79 microrganismos do kombucha identificados
morfologicamente entre bacilos, cocos e leveduras. Dos 79 microrganismos isolados,
56 (70,88%) obtiveram resultados positivos em inibir o crescimento dos patégenos,
seja de somente um ou de ambos. Observou-se que 41 isolados (51,90%) produziram
halos acima de 20 mm, contra pelo menos uma das cepas patogénicas testadas,
indicando uma forte atividade antimicrobiana.

O estudo em questao demonstrou a atividade antagonista dos microrganismos
isolados do kombucha com um grande potencial antibacteriano contra os patégenos
testados (Escherichia coli e Staphylococcus aureus). Mais estudos aprofundados sao
necessarios para explicar o papel dos microrganismos constituintes do kombucha no
combate de bactérias patogénicas a saude humana. Ambas as bactérias possuem
importancia clinica em infecgcbes humanas. Sendo assim, 0S microrganismos
constituintes do kombucha podem ser explorados como uma nova alternativa para o
tratamento de infec¢des bacterianas e a prevencdo de infecgdes gastrointestinais,
podendo ser usados como agentes probidticos que conferem beneficios a saude

humana.
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ANEXO

Anexo 1 - Isolados do kombucha versus meio de cultivo de isolamento
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MEIOS DE CULTIVO

MORFOLOGIA APT YM  HS MRS M17 TOTAL
BACILO 10 4 2 4 8 28
COCO 3 1 2 1 7
LEVEDURA 4 3 7 6 20
SIMBIOTICOS 3 7 3 1 1 15
NAO IDENTIFICADO 2 4 2 1 9
TOTAL 22 19 16 13 9 79

Fonte: Elaboragéo propria
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Anexo 2 — Microrganismos isolados do kombucha que n&do apresentaram inibigéo (N)
contra S. aureus e E. coli

Morfologia Isolado E. coli S. aureus
BA KOAO003BA N N
BA KOAO24BA N N
BA KOAO66BA N N
BA KOYO013BA N N
BA KOY015BA N N
BA KORO29BA N N
BA KORO031BA N N
BA KOMO70BA N N
BA KOMO72BA N N
BA KOMO73BA N N
BA KOMO76BA N N
BA KOMO77BA N N
BA KOMO78BA N N
[ele) KOA006CO N N
co KOA008CO N N
cO KOR020CO N N
CcO KOH067CO N N
LE KOAO10LE N N
LE KOHO42LE N N
NA KOAO79NA N N
NA KOYO014NA N N
SB KOMO074SB N N
SB KOY019SB N N

Fonte: Elaboragao propria



