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INTRODUCAO

Kombucha tem origem chinesa e é conhecido hd mais 5000 anos por suas propriedades
terapéuticas (JAYABALAN et al., 2006), especialmente como desintoxicador do
organismo. Esta bebida inicialmente foi introduzida na Rissia por comerciantes
ocidentais que atribuiam a ela muitas propriedades terapéuticas, 14 kombucha também
ficou conhecido como “Tea Krass”. Atualmente esta bebida tem sido consumida em
mais de trinta paises. Desde 1852 esta bebida tem sido estudada intensivamente por
cientistas na Europa. As pesquisas visam identificar as propriedades desta bebida no
combate ao cancer e outras enfermidades. Instituicdes de pesquisas russas descobriram
que o consumo didrio de kombucha esta relacionado com uma extrema resisténcia ao
cancer. (DUFRESNE & FARNWORTH, 2000; JAYABALAN et al., 20006).
Atualmente, muitas inddstrias tém produzido a bebida para venda comercial. A
atividade antibacteriana de kombucha tem sido avaliada junto ao chd verde e ché preto
durante o seu periodo de fermentacdo. Todos estes chds apresentam uma série de
beneficios a saide como, desintoxicacdo do organismo, reducdo de colesterol, reducdo
da pressdo sanguinea, estimulo do sistema enddcrino e do metabolismo do figado,
dentre outras atribui¢des (DUFRESNE e FARNWORTH, 2000).

OBJETIVOS

Avaliar a acdo antibacteriana do fermentado produzido a partir de kombucha inoculado
em chd verde e ché preto adocado com quatro diferentes agicares comerciais: sucralose,
acticar mascavo, cristal e sacarose.

METODOLOGIA

Foi utilizado um consércio de microorganismos (fungos e bactérias) de origem
doméstica, cedida gentilmente a Universidade de Mogi das Cruzes. Esta cultura foi
dividida em dezoito amostras que foram cultivados em um chd preparado com
metodologia baseada no experimento de Malbasa et al. (2008).

Preparacio da cultura inicial.

Um sache de 3 gramas de folhas trituradas de cha preto da marca Preto Prenda ® fora
depositado em dois litros de dgua fervente a temperatura de 100°C por um periodo de 5
minutos; com a retirada do sache, a infusdo formada foi esterilizada a temperatura de
120°C a 1 atm por 15 minutos em autoclave. A seguir, a esta infusdo foram
acrescentados 140 g. de actcar sacarose da marca Caravela, finalizando a preparacdo do
cha. Com o resfriamento do chd em temperatura ambiente, os 2L foram distribuidos em
24 Erlenmeyers de 125 mL (sendo em cada um depositado a quantidade aproximada



de 75ml), estes foram inoculados com fragmentos do biofilme inicial sendo
incubados a temperatura ambiente (em torno de 25 °C), durante 14 dias (Malbasa et al.
2008).

Preparacio dos Substratos e Inoculaciao do biofilme.

Para realizacdo deste experimento foram preparados 8 tipos de chd para elaboracio
diferencial de Kombucha, sendo eles identificados como: Chd preto com acucar
refinado(CPAR), Ché preto com sucralose (CPSU), Cha preto com agicar mascavo
(CPAM) Cha preto com acucar cristal (CPAC); Cha verde com agucar refinado
(CVAR), Cha verde com sucralose (CVSU) e Cha verde com acticar mascavo (CVAM)
e Cha verde com agucar cristal (CVAC). Todos os chds foram preparados com
ingredientes em medidas iguais (metodologia modificada de Malbasa et al. 2008). Cada
cha foi feito em triplicata para garantia de obtencdo de resultados precisos. E os
diferentes chas foram preparados conforme a ilustracdo do Esquema 1.
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Figura 1. Preparacdo do substrato.

Um Erlenmeyer contendo 2 L e 664 mL de 4gua, foi aquecido até a ebulicdo, nesta
temperatura, seu conteido foi dividido em dois Erlenmeyers, sendo em cada um
imerso um sache com aproximadamente 2 g, sendo um sache preenchido com folhas
trituradas de ché preto da marca Preto Prenda ® e outro preenchido com folhas verdes
secas da marca chavita, logo ap6s, os Erlenmeyers foram colocados em uma camara de
fluxo laminar com luz germicida por 15 minutos. Oito amostras de agucar, com
aproximadamente 23,50 g cada, também foram colocadas neste mesmo ambiente. Os



oito Erlenmeyers foram previamente esterilizados numa temperatura de 120°C por 15
minutos. Num ambiente esterilizado (capela com fluxo laminar germicida) cada medida
de infusdo foi dividida em quatro Erlenmeyers estéreis; em seguida, cada um desses
Erlenmeyers recebeu o acréscimo de 23,33 g de agucar diferenciado, resultando nos oito
diferentes chds: CPAR , CPSU, CPAM, CPC, CVAR, CVSU, CVC e CVAM.Estes
foram esvaziados, restando em cada um somente 10% do volume de liquido inicial e
uma cultura ja crescida. Cada Erlenmeyer teve o acréscimo de aproximadamente 65ml
de um ché diferencial. Apds serem preenchidos, os Erlenmeyers foram novamente
tampados com um tampao de algoddo, com esse procedimento, os grupos de
Erlenmeyers entdo foram identificados como: KCPAR, KCPSU, KCPAM, KCPC,
KCVAR, KCVSU, KCVC e KCVAM e depositados em uma estufa a 28°C por um
periodo de mais 14 dias.

Determinacio da Atividade Antibacteriana

Para constatacdo de atividade antibacteriana em kombucha preparado com diferentes
acucares foram utilizadas as seguintes linhagens de bactérias: Staphylococcus aureus
(ATCC25923), Streptococcus pyogenes (ATCCI19615), Streptococcus pneumoniae
(ATCC49150) e Shigela flexniri (ATCC12022) e as bactérias adquiridas por doagdo do
Laboratério de Analises Clinicas SANCET: Escherichea coli e Salmonella sp. Estas
bactérias foram pré-inoculadas em meio TSB por 24 horas. Apds este periodo, as
bactérias foram inoculadas em meio Mueller Hinton da marca Oxoid, e algumas placas
foram diferenciadas com o acréscimo de sangue nesse meio para o crescimento de
Streptococcus. No centro da placa foi feito um pogo de 0,5 cm de diametro (Figura 3 )
onde foi colocado o fermentado para teste de sua atividade antimicrobiana. As placas
inoculadas foram mantidas a 28°C por 24 horas. Apds este periodo foram medidos os
halos de inibicdo formados (foi tracado um quadrante e a medida do halo serd uma
média de 4 medidas).

Orificio com aproximadamente 0,5 cm

Figura 2. Placa de Petri com meio de cultura bacteriana e um pogo no centro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro diferentes agucares utilizados na preparacio dos kombucha, exceto a
sucralose, foram metabolizados pelos microorganismos em simbiose, o que viabilizou a
producdo de 4cidos que funcionam como um composto antibacteriano. A utilizagdo de
sucralose no preparo de diferentes kombuchas ndo viabilizou a produgdo de acidos pelos
microrganismos do biofilme, devido ao seu baixo valor nutricional que inviabiliza a
producdo de energia metabolica. J4 os agucares refinado, mascavo e cristal (organico),
os quais contém sacarose, foram metabolizados pelos microorganismos existentes na
simbiose apresentando valores expressivos de acdo antibacteriana. A Figura 3 mostra os
ensaios de atividade antibacteriana.
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Figura 4. Medida da atividade antibacteriana dos chas adocados com diferentes
acucares.

KCVAM - kombucha de ché verde com agiicar mascavo; KCVAR — kombucha de chd verde com agucar
refinado; KCVSU- Kombucha de ché verde com sucralose; KCVC- kombucha de chd verde com agicar
mascavo; KCPAM- Kombucha de chd preto com agticar mascavo; KCPAR- Kombucha de chd preto com
acucar refinado; KCPSU- Kombucha de chd preto com sucralose; KCPC- Kombucha de chd preto com
actcar cristal.

CONCLUSOES
Os chas adocados com os agtucares refinado, mascavo e cristal apresentaram expressiva
acdo antibacteriana, contudo esta capacidade deve ser quantificada.
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