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1. INTRODUGAO

Kombucha €& uma bebida semelhante a um espumante, de sabor acido e
refrescante que apresenta efeito probidtico, tendo seu consumo aumentado nos
ultimos anos em decorréncia do reconhecimento de seus beneficios a saude, as-
sim como pela modificagdo das escolhas alimentares da sociedade (RIBEIRO,
2021). Originalmente asiatica, é preparada a partir da fermentacéo da infusdo das
folnas de Camellia sinensis (cha verde ou preto) com adigdo de sacarose (ME-
DEIROS; CECHINEL-ZANCHETTI, 2019), utilizando como in6culo uma colbnia
simbidtica de bactérias e leveduras, que deriva da sigla “scoby” - Symbiotic Cultu-
re of Bacteria and Yeast (MENDONCA et al., 2020).

Probidticos sdo suplementos alimentares que contém bifidobactérias ou
bactérias benéficas que, no caso da kombucha, serdo responsaveis pelo consu-
mo do acgucar, transformando-a em uma bebida naturalmente gaseificada e reple-
ta de acidos organicos, catequinas, flavonoides e compostos fendlicos (SANTOS
et al., 2019; BRUSCHI, et al., 2018). Esses metabdlitos resultantes das atividades
microbiologicas tém sido relacionados a propriedades terapéuticas, e dentre as
diversas alegacdes, destacam-se beneficios antimicrobianos, antioxidantes, anti-
diabéticos e anticancerigenos (SOARES, 2021; CHAKRAVORTY et al., 2016; VI-
TAS et al., 2013; YANG, et al., 2010).

Contudo, o mercado de kombucha além de inovador, esta em crescimento,
fazendo com que sejam necessarias pesquisas que avaliem a composi¢ao micro-
bioldgica desses produtos para que haja uma oferta segura, sensorialmente agra-
davel e que traga os beneficios elucidados na literatura ao consumidor (SUHRE,
2020). Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial
probidtico de micro-organismo isolado de kombucha.

2. METODOLOGIA

O isolado de kombucha utilizado no presente estudo foi obtido da Colecao
Conservada em Estoque do Laboratorio de Nutrifisiogenémica da Faculdade de
Nutricdo UFPel, Campus Anglo, localizado na cidade de Pelotas-RS, identificado
como KaC.

A resisténcia do isolado sob diversas condigdes acidas foi realizada de
acordo com Erkkila & Petaja (2000), com algumas modificagdes. O isolado KaC
foi inoculado em caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) a 37 °C por 24 h, e testado
sob diferentes condi¢gées acidas em caldo MRS ajustado com acido cloridrico
(HCL) concentrado (pH 2, 3 e 4), sendo que o pH 7 foi usado como controle. Um


mailto:katerinmgsnutri@gmail.com
mailto:joseanecastanheiram@gmail.com
mailto:quevedopaola97@gmail.com
mailto:ta.ici@hotmail.com
mailto:nutrisimone@yahoo.com.br

. 7* SEMANA i )
INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
' UFPEL 2021

mililitro (1 mL) da cultura foi adicionado em tubos contendo 10 mL de caldo MRS
acidificado. Apds a exposicao as condi¢cdes acidas por 0 h, 2 h, e 4 h, diluicbes
seriadas de cada tempo foram inoculadas em placas contendo agar MRS e incu-
badas a 37 °C por 24 h. Os dados foram expressos como valores de log de Uni-
dades Formadoras de Coldnias por mL (log.UFC.mL-1). A viabilidade celular foi
calculada com a seguinte equagado: % de sobrevivéncia: contagem final
(UFC.mL") / controle (UFC.mL-") x 100.

Apods a incubagao em caldo MRS a 37 °C por 24 h, células do isolado fo-
ram coletadas por centrifugagédo (10000 x g por 15 min a 4 °C) e, a avaliagdo da
resisténcia bacteriana aos sais biliares realizada utilizando 10 mL de caldo MRS
esterilizado, suplementado com uma mistura de colato de sédio e desoxicolato de
sédio (Sigma) na proporcado de 1:1, obtendo uma concentragéo final de 0,1%,
0,3%, 0,5% e 1% (m/v). A contagem de células viaveis foi determinada, quando
expostas aos sais biliares por 0 h, 2 h, e 4 h de incubagdo, em placas contendo
agar MRS. Em cada periodo foram realizadas diluicbes seriadas das amostras e
incubadas a 37 °C por 24 h. Os dados foram expressos como valores de
log.UFC.mL-" (PERELMUTER et al., 2008).

A avaliacdo de tolerancia a sobrevivéncia ao trato gastrointestinal (TGl) foi
avaliada de forma simulada conforme Huang & Adams (2004). Ap6s 24 h de incu-
bacdo a 37 °C foram separadas por centrifugacao (1200 x g por 5 min) as células
do isolado, foram lavadas duas vezes com tampdao fosfato salina (0,85%) (PBS,
Laborclin®), e ressuspendidas em solugéo salina a 0,5%. Uma aliquota de 200 pl
da suspensao celular foi ministrada a 0,3 mL de solugcado salina e 1 mL de suco
gastrico ou intestinal simulado e incubados a 37 °C. A contagem de células viaveis
foi realizada no tempo 0 h, 2 h e 4 h para a tolerancia gastrica e para a determi-
nacado da tolerancia ao transito no intestino delgado. O suco gastrico simulado
consistiu em pepsina (3 mg.mL-") e pH 2 com ou sem a adigao de leite integral,
enquanto o suco intestinal simulado foi composto por pancreatina (1 mg.mL-"), pH
8 com ou sem adigao de 0,5% de sais biliares. O efeito da presenga de um ali-
mento na sobrevivéncia durante o transito gastrico em pH 2 foi avaliado da mes-
ma forma, porém, substituindo a solugéo salina (0,85%) por 0,3 mL de leite inte-
gral reconstituido a 10% (m/v). A contagem do numero de células viaveis durante
a simulagdo pelo trato gastrico e pelo trato intestinal foi realizada nos tempos 0 h,
2 h e 4 h em placas de Petri contendo agar MRS. Os dados foram expressos
como valores de log.UFC.mL-".

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Referente a sobrevivéncia do micro-organismo as condigdes acidas, obser-
vou-se que, embora tenha ocorrido uma diminui¢gao nos tempos 2 h e 4 h nos tra-
tamentos mais acidos (pH 2, 3 e 4) quando comparados ao controle (pH 7), ndo
houveram alteragdes significativas entre os niveis de pH analisados, evidenciando
viabilidade do isolado. Corroborando com estes dados, Suhre (2020) analisou em
seu estudo caracteristicas fisico-quimicas e composicado microbiana de bebidas
kombuchas brasileiras, onde descreve que para que se garanta a seguranga mi-
crobiolégica da bebida, o pH apds a fermentagdo ndo deve ultrapassar a medida
de 4,2 (SUHRE, 2020; VILLAREAL-SOTO et al., 2018).

Se tratando da resisténcia aos sais biliares, os resultados demonstram uma
proporcionalidade na relagdo tempo/ concentragcdo, de modo que os diferentes
percentuais de sais biliares apresentaram a mesma viabilidade, principalmente
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nos tempos de 0 h e 4 h. Matei e colaboradores (2018) também submeteram seus
isolados a uma concentragao de 1,5% e encontraram resultados semelhantes ao
presente estudo. No entanto, quando submetidas a uma concentracido de 3%
(usual em humanos), os isolados coco-bacilos foram fortemente inibidos.

Quanto as analises de tolerancia ao TGlI, observou-se que os resultados
para pancreatina pH 8 e pancreatina pH 8 + 1,5% de sais biliares, nos tempos de
2 h e 4 h, foram similares ao controle. Ja os resultados para pepsina, apresenta-
ram viabilidade estavel entre si em todos os tempos analisados. Segundo Pus-
pawati & Arihantana (2016), isolados de BAL apresentam capacidade de tolerar a
acidez estomacal simulada (pH 2) por 4 h.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados expostos, conclui-se que o isolado KaC apresen-
tou efeito probiético mantendo-se viavel sob condigdes acidas, na presenca de
sais biliares e na presenga de enzimas intestinais simuladas (pancreatina e pep-
sina). Considerando que a procura por bebidas fermentadas tem aumentado nos
ultimos anos, trata-se de um resultado promissor para o uso e a comercializagao
da bebida kombucha.
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