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RESUMO

Kombucha é uma bebida refrescante probidtica fermentada, com sabor
agridoce, sua fermentacdo acontece a partir de uma cultura simbidtica de
bactérias e leveduras. Foi realizado um estudo com o intuito de avaliar a
atividade antimicrobiana e antitumoral da bebida kombucha, sendo analisados
também o teste de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina,
analises de pH e do teor alcdolico. A determinagao da atividade antimicrobiana
da kombucha foi realizada pelo teste de microdiluicdo em caldo, conforme o
protocolo recomendado pela Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
onde observou-se acao antimicrobiana favoravel para as bactérias
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, na concentragcdo de 60
ug.mL' foi verificado que nessa concentragdo a kombucha possui agdo
bacteriostatica, mas nao bactericida. No bioensaio antitumoral a kombucha
apresentou uma inibigdo maxima de 79,36% na concentragédo de 1.500uL. O
pH da kombucha apresentou valores de 6,7 e 3,2 para os dias 1 e 21 de
fermentagao, respectivamente, valores considerados ideais para garantir um
sabor agradavel. O valor do teor alcodlico encontrado foi 0,0% v/v, o que se
enquadra no preconizado pela legislacdo brasileira, considerando as
precaugbes de saude e seguranga associadas a ingestdo de bebidas
alcodlicas. Conclui-se, que a bebida kombucha possui agdes antimicrobiana
e antitumoral, mas que precisam ser melhor elucidadas em prol da nossa
saude.

Palavras-chave: Bebida fermentada; Probi6ticos; Saude.
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ABSTRACT

Kombucha is a fermented probiotic refreshing drink, with a bittersweet flavor,
its fermentation takes place from a symbiotic culture of bacteria and yeast. A
study was carried out to evaluate the antimicrobial and antitumor activity of the
kombucha drink, also analyzing the toxicity test against the microcrustacean
Artemia salina, pH analysis and alcohol content. The determination of the
antimicrobial activity of kombucha was carried out by the microdilution test in
broth, according to the protocol recommended by the Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI), where a favorable antimicrobial action was observed
for the bacteria Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae, at a
concentration of 60 ug.mL™" it was verified that at this concentration kombucha
has a bacteriostatic action, but not a bactericidal one. In the antitumor
bioassay, kombucha showed a maximum inhibition of 79.36% at a
concentration of 1,500uL. The pH of kombucha showed values of 6.7 and 3.2
for days 1 and 21 of fermentation, respectively, values considered ideal to
ensure a pleasant taste. The alcohol content value found was 0.0% v/v, which
is in line with what is recommended by brazilian legislation, considering the
health and safety precautions associated with the ingestion of alcoholic
beverages. It is concluded that the kombucha drink has antimicrobial and
antitumor actions, but that need to be better elucidated in favor of our health.

Keywords: Fermented beverage; Probiotics; Health.
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INTRODUCAO

O corpo humano é um sistema complexo e cada célula ou 6rgéos
presentes nesse sistema, representa uma fungcdo importante no
funcionamento do organismo. O trato gastrointestinal é um dos sistemas
fundamentais do corpo humano. Os Orgdos como a boca, faringe, eséfago,
estdmago, intestino delgado e grosso, reto, anus em conjunto com estruturas
anexas como glandulas salivares, o figado, vesicula biliar e pancreas fazem
que o processo digestério aconteca e possui como fungdo primaria,
encaminhar nutrientes, agua e eletrélitos ao corpo humano (BRITO; FERRAZ,
2019).

O intestino possui uma relacédo especifica com a microbiota intestinal.
Uma variedade de microrganismos atua no intestino humano, esses
microrganismos sao unicos em cada individuo, devido ao trato gastrointestinal
e tudo que rodeia, como por exemplo: 0 ambiente, dieta, patogenias, fatores
genéticos de cada pessoa. Portanto, cada microbiota intestinal € unica e
especifica daquele ser humano (BRITO; FERRAZ, 2019).

A microbiota intestinal € um complexo sistema que possui um
desenvolvimento e funcionamento muito particular, consideram que um
intestino adulto possui entre 400 e 1.000 espécies diferentes de
microrganismos, onde 60% dessas ndo sao cultivaveis em ambientes
externos ao organismo humano, ou seja, sdo exclusivas da microbiota
humana. Essa diversidade da microbiota pode ser explicada pela variedade
da dieta que a pessoa realiza. Entende-se por dieta, ndo o que comumente
ouve-se falar sobre restricbes alimentares e estilos de vida, mas de uma forma
mais geral, como tudo que é ingerido por uma pessoa (BEDANI; ROSSI,
2009).

Esses microrganismos apresentam importancia na saude continuada

devido a dependéncia humana da absor¢do de vitaminas e de outros
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nutrientes do metabolismo bacteriano. Portanto, a relacdo entre a nossa
microbiota (as bactérias que habitam nossos corpos) e a nossa saude tornou-

se um tema de pesquisa nos ultimos anos (BEDANI; ROSSI, 2009).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define bactérias probidticas
como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, proporcionam beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/OMS,
2001).

Segundo Matos (2010) o conceito de probidtico também pode ser
definido como o uso de exclusdo competitiva para melhorar uma ecologia
especifica. A terapia ou prevencdo com probidticos introduz um tipo de
bactéria benéfica em detrimento a diminui¢cdo de outra espécie de bactéria.
Os probidticos concorrem pelos nutrientes e pela adesao ao epitélio intestinal,
articulando a microbiota intestinal no sentido de diminuir as bactérias
patogénicas e suas toxinas (BEDANI; ROSSI; 2009).

A unido, ao promover a resisténcia ao transito intestinal e a interacéo
duradoura com o epitélio, conserva a atividade metabdlica e o contato com o
tecido linfoide intestinal, mediando efeitos imunes locais e sistémicos. A
integridade do epitélio intestinal € fundamental para a manutengao das suas
funcdes de barreira e respostas cito-protetoras (BADARO; GUTTIERRES;
REZENDE; STRINGHETA, 2008).

Dentro desse contexto, o probidtico kombucha vem ganhando cada vez
mais espago no mercado, o qual trata-se de uma bebida agridoce e

fermentada a base de cha, de origem asiatica.

A Kombucha é conhecida desde a antiguidade pelas suas propriedades
terapéuticas. Essas propriedades veem sendo cada vez mais estudadas a fim
de investigar esses efeitos relatados. Entre esses beneficios estao o alivio de
dores de cabeca, propriedades antioxidantes, reduc¢ao do nivel de colesterol,
bom funcionamento do figado, melhora dos sistemas digestivos e
circulatorios, aumenta a resisténcia ao céncer, retarda o envelhecimento,

melhora o metabolismo e a visdo, diminui a incidéncia de inflamacgdes, entre
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outros diversos beneficios (JAYABALAN et al., 2014; CHAKRAVORTY et al.,
2015; BHATTACHARYA et al., 2016; VIEIRA et al., 2021).

Os Estados Unidos é o maior consumidor de kombucha do mundo,
segundo o Portal do Agronegdcio, as vendas de kombucha movimentam US$
1 bilhdo por ano, para se destacarem, os produtores procuram inovar o seu
produto introduzindo kombuchas com sabores e combinag¢des diferentes.
Segundo o site Probidticos Brasil, existem 59 produtores regulamentados no
Brasil, estas empresas tém produgdo média de 2 mil e 5 mil garrafas por més,
as vendas sao feitas de forma regional. Entretanto algumas empresas vém se
destacando, como a empresa Tao Kombucha, de Porto Alegre, fundada em
2014, a bebida é vendida em 22 capitais brasileiras, segunda a companhia,
possui crescimento de 20% ao més. (Portal do Agronegdcio, 2018; TAO
KOMBUCHA, 2014).

Inicialmente, a kombucha era doada de pessoa a pessoa e a produciao
realizada de forma domeéstica, a comercializagdo comecou a acontecer em
lojas de produtos naturais, com enfoque de atingir pessoas que buscavam um
estilo de vida mais saudavel, entretanto, grandes redes de mercados estao
adquirindo o produto para revenda, o que sugere que o produto agradou e
agora também atinge as pessoas com diversos habitos alimentares. No Brasil,
a produgao comegou a ganhar forga em 2017.0 preco varia entre R$ 10 e R$
15 por garrafa de aproximadamente 300 mililitros. A rapida expansao do
consumo de Kombucha no Brasil ndo é um fator isolado (Portal do
Agronegocio, 2018; TAO KOMBUCHA, 2014).

Uma pesquisa de mercado realizada pela Zion Market Research
publicou um relatorio sobre o mercado global de Kombucha e observou que o
mesmo foi avaliado em torno de USD 1.062 milhdo de dolares em 2016 e que
espera-se alcancar aproximadamente USD 2.457 bilhdes até 2022, o que
representa uma taxa de crescimento anual de cerca de 25% entre 2017 e
2022 (ZION, 2018).

Introdugdo
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A Kombucha € a bebida funcional que mais cresce no mundo,
impulsionada principalmente por vendas nas regides da Asia, Pacifico e nos
Estados Unidos (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2018). Esse crescimento
deve-se ao fato de apesar da Kombucha ser uma bebida milenar, muitos nao
conheciam seus sabores e beneficios e partir disso novos adeptos a

kombucha estdo sendo conquistados.

O crescimento significativo do mercado de kombucha apresenta ainda,
outro fator, a mudanca de estilo de vida da populagao, preocupada em adquirir
melhores habitos de vida, mais saudaveis e sustentaveis. Além disso, o
aumento da prevaléncia de doencas crénicas como diabetes, hipertensao
arterial e cancer tem levado a populacao a buscar alimentos melhores habitos
alimentares, o que tem levado o aumento no consumo da bebida. A crescente
investigacao e investimento de desenvolvimento para expandir o portfélio de
produtos podem transformar em uma oportunidade para o mercado de
kombucha, com o objetivo de prevencédo de doengas e promogédo da saude
( BRUSCHI; SOUSA; MODESTO, 2018).

1.1 TRATO GASTROINSTESTINAL

Os seres humanos vivem em intima associagdo com muitos
microrganismos presentes no nosso corpo, muitos desses microrganismos
vivem no nosso trato gastrointestinal como podemos observar na(Figura 1),
entretanto, a maior concentragdao de organismos comensais € encontrada no
trato gastrointestinal (SAAD, 2006).

A microbiota intestinal pode ser definida como o conjunto de
microrganismos (n&o so bactérias) encontrados no trato gastrointestinal (TGlI)
humano e que, em condi¢cdes normais, podem estabelecer uma associagao
vantajosa entre o organismo humano e o hospedeiro, mas que também
podem estabelecer relagboes patogénicas com o hospedeiro (SOKOL, 2019).

E sabido que os microrganismos estdo diretamente ligados a
manutengdo da nossa saude e relacionados a uma variedade de doengas,
tanto gastrointestinais, como de outros sistemas. Estima-se que, esses
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organismos microscépicos do sistema respiratorio, trato genital, pele e, mais
importante, do trato digestivo totalizem quase 1,5 kg de microbiota em um
humano adulto, com mais de dez trilhdes de organismos simbioticamente
relacionados aos humanos. Como resultado, o trato gastrointestinal € o nosso
sistema mais colonizado (SEKIROQOY et al., 2010; DAVENPORT et al., 2017).

FIGURA 1- Trato gastrointestinal humano.
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Desse modo, a microbiota intestinal é considerada uma estrutura de
extrema importancia e complexidade. As bactérias representam a maior parte
dos microrganismos comensais no intestino, embora fungos e virus estejam
presentes. A microbiota intestinal saudavel conserva a auséncia de doenca,
sobretudo do trato gastrointestinal (SAAD, 2006). Ela nos acompanha ao
longo de toda a vida, sendo moldada, com o passar dos anos, por diversos
fatores como carga genética, idade, estilo de vida, dieta, exercicios, habitos
de higiene, estresse, poluicdo, tabagismo, uso de antibiéticos, entre outros
(SAAD, 2006).
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O surgimento da microbiota intestinal comeca logo apds o parto,
vindos predominantemente da mée. A colonizagdo do recém-nascido ocorre
apds o nascimento e o tipo de nascimento interfere diretamente nos perfis
imunologicos e caracteristicas genéticas do individuo (DAVENPORT et al.,
2017) .

As criangas nascidas de parto vaginal serao inicialmente colonizadas
por bactérias do perineo da mae, enquanto nos casos de cesariana, as
bactérias do hospital e da pele do abdémen materno serdo as primeiras a
serem recebidas pela crianga. Além disso, o préprio estresse do parto vaginal
€ considerado de extrema importancia para que essa colonizacao inicial
ocorra de forma saudavel (AKAGAWA et al., 2019).

As criangas que nascem de cesariana apresentam um risco maior
de diabetes no futuro (o que, em teoria, poderia ser reforgado por essa
populagao microbiana diferente).A microbiota também varia quando esses
individuos nascidos de parto cesariana ficam adultos e idosos, apresentando
mais chances de adoecerem a medida que envelhecem comparado ao parto
vaginal. (DINAN; STANTON; CRYAN, 2013).

A amamentacgao é outro fator essencial para o desenvolvimento de
uma microbiota saudavel. Embora formulas de aleitamento se parecam o
maximo com o leite materno e sejam cada vez mais usadas, nenhum produto
pode substituir o leite materno de forma adequada. O leite materno inclui
lactobacilos e carboidratos conhecidos como oligossacarideos do leite
humano (HMO). O leite de cada mae possui diferentes tipos e quantidades de
microrganismos e HMO. Ha evidéncias convincentes de que a amamentagéao
e o parto vaginal tém um efeito protetor contra infec¢des virais e bacterianas
e previnem o desenvolvimento de doengas alérgicas e autoimunes (BODE,
2012; BODE, 2015; AKAGAWA et al., 2019).

(AKAGAWA et al., 2019).

Esses microrganismos funcionam estimulando o desenvolvimento e
o crescimento de bactérias benéficas, essas bactérias benéficas as quais se
ligam a receptores da mucosa intestinal, impedindo que bactérias patogénicas
se estabelegcam ali, desse modo, diminuindo a probabilidade de desenvolver
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infeccbes. Eles produzem efeitos imunomoduladores, controlando o
desenvolvimento do nosso sistema imunoldgico, modificam a proliferagao e
diferenciacao das células intestinais e participam da formacdo de nosso
sistema nervoso central. (BODE, 2012; BODE, 2015; AKAGAWA et al., 2019).

A microbiota gastrointestinal humana executa uma funcéo
fundamental na nutricdo e saude. Pelo processo de fermentacéao, as bactérias
do intestino metabolizam varios substratos, formando produtos finais como
acidos graxos de cadeia curta e gases (WAGNER et al., 2018).

A maioria das bactérias do intestino é encontrada no intestino grosso
(cdlon), e nos ultimos anos, tem se intensificado o interesse nessa microbiota.
Muitas pesquisas demonstram que os residentes habituais do intestino estao
longe de serem apenas habitantes passivos do trato gastrointestinal, mas
interagem com seu hospedeiro, de forma bastante entrelagada. Eles sao
capazes de modular os efeitos de bactérias potencialmente nocivas, no trato
gastrointestinal, na digestdo, no metabolismo e no sistema imunolégico do
hospedeiro, entre outras fungdes no organismo do hospedeiro (ILSI, 2014).

As principais bactérias que compde a microbiota entérica sao
benéficas e/ou probidticas. Como exemplo de probidticas, temos as
Bifidobactérias e Lactobacilos (Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. (SANTOS; VARAVALHO, 2011).

Esses microrganismos vivos podem ser introduzidos na preparagao
de uma vasta gama de produtos, esses produtos sdo denominados
probidticos, cuja funcdo € equilibrar a microbiota residente, causando
beneficios ao hospedeiro. Esses produtos precisam ser administrados em
doses adequadas e estarem viaveis quando consumidos, necessitam
permanecerem vivos apos contato com o suco gastrico e bile, para assim,
fixarem-se a mucosa intestinal para concorrer com 0s microrganismos
patogénicos e promover beneficios a saude do hospedeiro (FAGUNDES,
2018).

Estudar a microbiota é desafiador, existe uma dificuldade em definir
quais microrganismos vivem nesse meio e como eles convivem em harmonia,

devido a enorme variabilidade entre individuos. Bactérias comensais como as
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pertencentes aos genéros Roseburia, Akkermansia, Bifidobacterium e
Faecalibacterium prausnitzii, estdo associadas a um intestino saudavel. Além
disso, as vezes o equilibrio da microbiota intestinal pode ser perdido, devido
a alteracdo na quantidade de bactérias e ocorre mudangas na sua
composi¢cdo e fungcédo. Essa perda do equilibrio € chamada de disbiose
normalmente € apresentada com algumas caracteristicas como perda de
comensais e crescimento exagerado de organismos prejudiciais, o que
acarreta dificuldade de absorc¢ao de nutrientes, fadiga, constipacéo, distenséo
abdominal entre outros sintomas (LEVY et al., 2017).

Os probidticos como a kombucha ajudam na recomposi¢cédo dessa
microbiota intestinal, realizando a fixagao e a colonizagao da mucosa intestinal
de bactérias benéficas e essa acdo impendem que bactérias patogénicas
indesejaveis se estabelecam na mucosa intestinal. Somando a isso os
probidticos participam de uma competicdo com as bactérias indesejaveis
pelos nutrientes disponiveis. Essa relagdo em que a convivéncia entre os
seres é vantajosa, impedem uma produgao excessiva de nutrientes, a qual
favoreceria o estabelecimento de competidores microbianos com potencial

patogénico ao hospedeiro (SAAD, 2006).

Os probidticos desempenham efeitos benéficos na formagdo e no
funcionamento da microbiota humana, e os prebidticos por sua vez, tem o
poder de inibir a propagag¢ao de microrganismos patogénicos, os prebiodticos

atuam dominantemente no intestino grosso (BARROS et al., 2022).

1.2PROBIOTICOS

O termo probidtico possui origem grega e significa “para a vida”, sendo
esse termo descrito pela primeira vez por Lilly e Stillwell (1965). Desse modo,
a definicao de probioticos era associada a suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos, que afetam beneficamente a saude do hospedeiro
através da promoc¢ao do equilibrio da sua microbiota intestinal. Mas com o
decorrer do tempo, esse assunto despertou um maior interesse, 0 numero de

estudos aumentaram gradativamente e outras definicées surgiram.
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Atualmente, a definicdo mais aceita mundialmente é que os probidticos
sdo microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um efeito benéfico para a saude do hospedeiro (WGO,
2017).

Para ser reconhecida como alimento probidtico, a bactéria precisa ser
reconhecida internacionalmente, resistir a acidez gastrica e a agdo dos sais
biliares, demonstrar beneficio ao hospedeiro com provas in vitro e in vivo por
meio de uma dose conhecida, ser capaz de aderir ao muco ou epitélio
intestinal, oferecer uma comprovada seguranga e garantia da manutencao da
viabilidade até o momento do consumo independente do veiculo utilizado
(STURMER; CASASOLA; GALL, 2012).

Panigrahi et al. (2017) e Kleerebezem et al. (2019) ao analisarem quase
2.000 estudos clinicos constataram uma variedade de beneficios a saude
relacionados ao consumo de probidticos. E sabido que uma abundante
diversidade de produtos probidticos sao ingeridos diariamente por milhdes de
pessoas, esses probidticos estdo popularmente associados a leites

fermentados e outros produtos dessa natureza.

Recomenda-se que esse produto contenha no minimo de 10%a
10° UFC/g de bactérias para que traga beneficios fisioldgicos ao consumidor.
As bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium sao as mais utilizadas
para o consumo humano (TRIPATHI; GIRI, 2014).

No mercado, a maioria dos probidticos disponiveis sdo as bactérias
acido lacticas (BAL), tais como Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. essas
bactérias apresentam propriedades de sobrevivéncia no intestino definidas e
atividades biologicas associadas, além disso, podem ser ingeridos em
produtos lacteos fermentados ou como um suplemento (CALACA; BEZERRA,;
PORTO; MARIA, 2017; BOSTAN et al.; 2017).

As bactérias acido lacticas sao uteis para os seres humanos e animais,
elas beneficiam o organismo em diversos aspectos, entre eles a prevengao

de diarreia, aumento da imunidade, tanto a nivel intestinal e sistémico, papel
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na prevencdo de doencgas infecciosas, bem como, nos efeitos sobre a
incidéncia de cancer de colon e no retardo da progressao do cancer (CALACA;
BEZERRA; PORTO; MARIA, 2017).

Estudos em animais, demonstram que varios isolados de BAL
protegem contra o cancer de célon em roedores, em humanos a maioria dos
ensaios relatam que as cepas testadas podem exercer efeitos
anticancerigenos, diminuindo a atividade da enzima B-glucuronidas, também
atuando como controle da diabetes Mellitus, associado aos seus efeitos na
microbiota intestinal e auxiliando no controle da glicemia, facilitando o
metabolismo de carboidratos, diminuindo os efeitos contrarios da
hiperglicemia crénica e aumentando a sensibilidade a insulina das células alvo
(CALACA; BEZERRA; PORTO; MARIA, 2017; FREIRE; SILVA; FERREIRA, ;
SANTOS, 2021).

Os probioticos popularmente sao associados a leites fermentados e
outros produtos desta natureza, contudo, essa ideia tem uma base historica,
pois em meados do seéculo passado, alguns cientistas a procura de
descobrirem uma forma de regular a microbiota intestinal comegaram a fazer
algumas observagdes quanto a microbiota intestinal. Foi identificado que,
devido as mudancas da sociedade quanto aos cuidados infantis, as criangas
passaram a ter menos exposigao a microrganismos devido as melhores
condi¢cdes de saude, o que causou uma certa desestabilizagdo bacteriana da
microbiota. Os autores relacionam essas mudancas com o aumento de
doencas alérgicas e infecciosas (BRITO; FERRAZ, 2019).

Os probidticos vem sendo utilizados cada vez mais na prevencao de
diversos tipos de doengas importantes, dentre elas: diabetes, hipertenséo,
alguns tipos de canceres, dermatites e alergias. O efeito da administracéao
dessas cepas associado ao exercicio fisico pode reduzir as comorbidades
frequentemente relatadas por esses individuos, além de aumentar a
biodisponibilidade de nutrientes e melhorar a absorcdo deles. A
suplementacgao de probidticos vem sendo estudada, devido sua aplicabilidade
no estresse oxidativo e inflamagao, que favorece redugdo de mediadores
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inflamatdrios que atuam em vias de sinalizagdo celular e capacidade para

alterar padrdes de expressao de determinados genes (LATVALA et al., 2011).

As bactérias probidticas desenvolvem importantes atributos na saude
do individuo. Via de regra, as bactérias produtoras de acido lactico promovem
a acidificacédo, impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis pela
producéo de acidos organicos, o acido latico também ajuda na produgao de
boas quantidades de citocinas, incluindo a interleucina 10, que desempenha
um papel de controle da inflamagdo e no estabelecimento da tolerancia
imunolégica da mucosa intestinal. As bactérias probidticas produzem
substancias antimicrobianas que ajudam a diminuir a presenga no lumen
intestinal de peptidoglicanos, que podem ser prejudiciais aos seres humanos
(PIARD et al., 2005).

O tratamento da obesidade com alimentos funcionais como probidticos
tem demonstrado uma alternativa benéfica a saude por visarem a integridade
intestinal, e sdo usados para o reestabelecimento da microbiota em casos de
disbiose intestinal. Consequentemente, a microbiota intestinal tem um papel
importante na obesidade e demonstra que € uma questao relevante para
pacientes obesos (PERPETUO; WILASCO; SCHNEIDER, 2015).

Dessa forma o equilibrio da microbiota intestinal auxilia a redugao de
peso corporal e melhoram marcadores inflamatoérios e diminuem os fatores de
risco relacionados ao desenvolvimento de doengas metabdlicas como a
obesidade (VITIATO et al., 2022).

O uso de probiodticos esta relacionado a muito beneficios, e tém se
mostrado seguros para o consumo da maioria da populacdo. No entanto, a
administracdo de probidticos para pessoas imunocomprometidas, doentes
cronicos, pacientes em ambiente hospitalar, com disturbios gastrointestinais e
portadores de cateteres, podem predispO-los a riscos. Para esse grupo é
indicado cautela na administragdo de probidticos industrializados e mais
estudos que demonstrem a seguranga do uso de probidticos (VERNA;
LUCAK, 2010).
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1.3 KOMBUCHA

A kombucha ¢é uma bebida refrescante probidtica, produzida
artesanalmente e comercialmente em todo mundo, conhecida por suas
propriedades medicinais e por seus componentes bioativos. E uma bebida
agridoce, proveniente da Asia, especificamente da China e Coréia e nomeado
pelo Dr. Kombu, que levou o cogumelo do cha (SCOBY) da Coréia para o
Japao. 'Kombu', € um nome japonés, € uma alga marinha de folhas largas
(Laminaria japonica) e 'Cha' significa cha em japonés (LONCAR et al., 2006;
GALLEGOS et al., 2016; SANTOS; COSME, 2017; LAUREYS; BRITTON; DE
CLIPPELEER, 2020).

A producgao da kombucha tradicional é realizada a partir da fermentacao
da infusdo das folhas da Camellia sinensis (cha preto ou verde), a esse cha
ja adogado é somado a um volume de um cha kombucha ja fermentado e um
SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), que juntamente com a
sacarose serao responsaveis pelo processo de fermentacao (JAYABALAN et
al., 2014).

A kombucha tem sabor refrescante, levemente gaseificado devido a
fermentagao, com sabor acido, € comparado a um espumante, similar a sabor
da cidra de magad (AMARASEKARA; WANG; GRADY, 2020).

Ela tem se difundido devido a potenciais propriedades benéficas a
saude como efeito protetor para doencgas cardiovasculares e hepaticas,

doencgas metabdlicas, artrite, constipagao, entre outras (LEAL et al., 2018).

O cha produzido a partir das folhas da planta Camellia sinensis é a
segunda bebida nio alcodlica mais consumida no mundo, sendo uma cultura
de grande importancia econdmica e social (SANTOS; COSME, 2017). A
kombucha utiliza tradicionalmente o cha preto e o cha verde como base para
sua fermentacdo. Estes chas bases se destacam devido ao teor de cafeina
que apresentam e que € necessaria para o desenvolvimento da cultura.

Porém, é possivel obter esta bebida utilizando outras matérias-primas base
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nas quais a cultura simbiética se desenvolve adequadamente, mesmo sem a
presencga de cafeina (RODRIGUES, 2018).

A kombucha é composta por um sistema integrado por bactérias,
principalmente (Acetobacter e Gluconobacter) e leveduras que estéo
presentes no SCOBY, as quais convertem sacorese em alcool etilico com CO-
usando a enzima invertase, e as acetobactérias convertem o alcool etilico
formado pelas leveduras em acido acético pelas enzimas aldeido
desidrogenase. Em outro angulo, as gluconobactérias produzem gluconato e
nao podem deixar acontecer oxidagao do acido acético devido a auséncia das
enzimas succinato e a-cetoglutarato. O acido glucdnico € produzido a partir
da glicose por glicobactérias e acetobactérias, enquanto a frutose e o etanol
sdo usados para produzir acido acético (GOH et al., 2012; LEAL et al.,
2018). As principais fungbes dos microrganismos presentes na kombucha
estdo descritas a seguir (Tabela 1).

TABELA 1- Funcionamento do Sistema Simbidtico no cha kombucha

Sistema simbidtico integrado por bactérias e leveduras no cha kombucha

Acectobacter Gluconobacter Leveduras Leveduras
Convertem o alcool Produzem Estao Convertem a
etilico formado gluconato. disponiveis na sacarose em
pelas leveduras em Cultura alcool  etilico
acido acético pelas Nao podem deixar Simbiética de com CO?,
enzimas aldeido oxidar o acido bactérias e usando a
desidrogenase. acético, devido a leveduras. enzima
auséncia das invertase.

enzimas succinato

e a-cetoglutarato.

A bebida kombucha consiste em muitos compostos, e a sua

composicdo vai depender do seu SCOBY, mas em geral sdo encontrados

Introdugdo




31

agucares, acidos organicos, etanol, CO? fibra alimentar, aminoacidos,
elementos essenciais (cobre, ferro, zinco), vitamina C, vitamina B, derivados
das substancias antibitdticas, enzimas hidrofilicas e polifendis que provém das
folhas dos chas (JAYABALAN et al., 2014; MIRANDA; MENDES; ANA, 2016).

1.4 Beneficios da kombucha

A kombucha tem sido muito consumida durante muito tempo em todo o
mundo por suas propriedades profilaticas e terapéuticas. Via de regra suas
propriedades foram respaldadas por observacdes e relatos pessoais, mas
esses efeitos tém sido cada vez mais estudados e comprovados
cientificamente. As primeiras descricdes sobre essas propriedades sao
provenientes da Russia durante a Primeira Guerra Mundial, os quais
afirmavam que o ‘“remédio caseiro secreto russo”, como era nomeada a
kombucha, dentre os beneficios citados auxiliava em dores de cabeca,
doencgas gastricas e, especialmente, na regulacado das atividades intestinais
muitas vezes desequilibradas pelo estilo de vida no exército. Entretanto, nos
ultimos anos, tem havido maior atencao sobre os possiveis efeitos benéficos
da kombucha na saude humana (VINA et al., 2014).

Efeito Antioxidante

Antioxidantes s&o ativos que podem ajudar na prevencao e na
reparacao de prejuizos causados pelo estresse oxidativo que € causado
quando os radicais livres produzidos em excesso sao superiores as defesas
naturais do organismo. Ou seja, os antioxidantes possuem a capacidade de
reagir com os radicais livres e assim proteger o organismo dos seus
efeitos maléficos (JAYABALAN et al., 2014).

Os antioxidantes podem exercer os seus efeitos também influenciando
a regulacao de genes envolvidos em mecanismos de defesa ou de reparagao
do DNA. Isso indica a grande influéncia dos antioxidantes na regulagao do
metabolismo e integridade celular (JAYABALAN et al., 2014).

Um dos beneficios do cha fermentado com a kombucha é seu efeito
antioxidante de eliminagdo dos radicais livres. A atividade antioxidante
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da kombucha também é atribuida devida a presenca de polifendis do cha,
acido ascorbico e acido D-sacarico-1, 4-lactona (DSL). Também observou que
o cha fermentado com a kombucha tem maior atividade antioxidante que o
cha tradicional ndo fermentado (JAYABALAN et al., 2014).

Um estudo realizado por SHIARI et al. (2013) demonstrou que a
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides aumentou no cha preto apos
a fermentacgéo pela cultura da kombucha em 75%. Isso se deve ao fato das
enzimas liberadas pelas bactérias e leveduras durante o processo de
fermentacdo degradarem os polifendis complexos em pequenas moléculas,
resultando no aumento dos compostos fendlicos totais e flavonoides (SHIARI
et al., 2013).

Os compostos fendlicos e os flavonoides sdo chamados de
antioxidantes de alto nivel, devido a sua capacidade de eliminar os radicais
livres flavonoides (SHIARI et al.; 2013).

Em seu estudo, VILLAREAL et al. (2020) também corrobora com o
estudo de (BHATTACHARY et al., 2013), trazendo que a kombucha pode
atuar eficientemente na prevencao e recuperacdo da saude devido as suas
propriedades antioxidantes e considera que o0s recentes estudos
experimentais sugerem que a kombucha é adequada na prevencao de
disturbios metabdlicos e infecciosas de amplo espectro.

Segundo VELICANSKI et al. (2014) a kombucha fermentada com a
erva-cidreira, em comparativo com a fermentacgao tradicional (com cha verde
e cha preto) revelou que a infusdo com a erva-cidreira tem maior potencial
antioxidante, e que diferente do cha kombucha tradicional, o principal fendlico
encontrado foi o acido rosmarinico presente na erva-cidreira. O
acido rosmarinico possui forte capacidade de eliminagao dos radicais livres.

Eles também encontraram uma acidez o6tima no quarto dia da
fermentacgado, alguns outros estudos realizados com a bebida tradicional,
apresentaram a acidez 6tima entre o quarto e o oitavo dia. Essas diferencas
nos parametros quimicos basicos e na duracado do processo em diferentes

estudos podem ser esperadas, porque as culturas de kombucha séo
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originarias de diferentes localizagbes geograficas, ndo possuem composi¢oes
microbioldgicas e quimicas padronizadas VELICANSKI et al. (2014).

A Kombucha exibiu atividades de eliminacdo de radicais livres
aumentadas durante a fermentagao. A extensdo da atividade depende do
tempo de fermentacao, do tipo de material do cha e da microbiota normal da
cultura kombucha, que por sua vez determinou a natureza de seus
metabdlitos (JAYABALAN et al., 2014).

Atividades Antimicrobianas

O cha Kombucha foi estudado por muitos pesquisadores por sua
atividade inibitéria em muitos microrganismos patogénicos (JAYABALAN et
al., 2014).

Kombucha tem sido considerado como uma bebida funcional popular
que melhora a saude humana devido a seus varios efeitos positivos nas
fungdes bioregulatérias. Suas varias propriedades farmacoldgicas foram
contribuidas por acidos orgéanicos (acido acético, acidoglucurdnico,
acido glucénico etc.), polifendis do cha e seus derivados, bacteriocinas,
enzimas, proteinas presentes como matéria-prima ou formadas durante a
fermentacao microbiana (SRIARI et al., 2013; JAYABALAN et al., 2014).

Em especial, a kombucha exerce um poder antimicrobiano contra uma
ampla gama de bactérias. Esse efeito esta intimamente relacionado com o
acido acético produzido durante o processo de fermentacdo (JAYABALAN et
al., 2014).

A atividade antibacteriana da kombucha esta presente na fase
polifendlica, presente na kombucha. A bebida também pode ser administrada
como um potente antibacteriano contra infecgdes causadas por bactérias
enteropatogénicas (ROSSETO; MIKCHA, 2011).

Bebidas de kombucha de erva-cidreira com diferentes acidezes,
solugdes de acido acético e bebidas de kombucha desnaturadas pelo calor
mostraram atividades antibacterianas contra diversas cepas selvagens
testadas. Esses estudam indicam a atividade bactericida contra as cepas

bacterianas Gram-negativas e amostras de Kombucha e solugdes de acido
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acético reduziram o crescimento de algumas bactérias Gram positivas como
(Staphylococcus equorum, Staphylococcus saprophyticus e Bacillus sp. das
bactérias Gram-positivas restantes que sdo membros do género Listeria
(VELICANSKI et al., 2014).

BHATTACHARYA et al. (2016) também investigaram a eficacia
da kombucha, contra Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e
Salmonella Typhimurium, seguido pela identificagdo dos componentes
antibacterianos presentes em kombucha. A atividade antibacteriana foi
avaliada através da determinacdo do diametro da zona de inibicao,
concentragdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima.
A Kombucha fermentada por 14 dias mostrou atividade maxima contra as
cepas bacterianas. A catequina e a isorhamnetina foram detectadas como os
principais compostos  antibacterianos  presentes nessa fragao
de kombucha por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A catequina, um dos
principais polifendis antibacterianos do cha, também foi encontrada
na kombucha. Porém, nao é relatado que a isorhamnetina esteja presente no
cha, o que pode sugerir o papel do processo de fermentagdo do cha preto
para sua produgdao em kombucha (BHATTACHARYA et al.; 2016).

A kombucha fermentada com a erva-cidreira exibiu atividade
antibacteriana contra as cepas testadas do tipo selvagem, incluindo bactérias
gram-positivas e gram-negativas patogénicas. Também evidenciou que o
principal componente antibacteriano € o acido acético, cuja concentragao na
bebida kombucha influencia diretamente seu potencial antimicrobiano, e que,
no entanto, a atividade antibacteriana da kombucha neutralizada contra varias
cepas bacterianas indica que a presenca de alguns componentes nao acidos
pode contribuir para essa bioatividade (VELICANSKI et al., 2014).

A atividade antimicrobiana observada nas infusdes fermentadas com
kombucha foi significativa ndo apenas contra as bactérias patogénicas Gram-
positivas e Gram-negativas testadas, mas também contra todas as cepas
de Candida testadas, exceto C. krusei (BATTIKH;
CHAIEB; BAKHROUF; AMMAR, 2013).
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Atividade Hepatoprotetora

@] cha kombucha foi estudado por sua
propriedade hepatoprotetora contra varios poluentes ambientais em modelos
animais e linhas celulares e foi demonstrado que ele pode impedir a
hepatotoxicidade induzida por varios poluentes. O cha Kombucha (preparado
a partir de cha preto) foi testado contra cloreto de cadmio (BATTACHARYA et
al.,, 2011; WANG et al.,, 2013). E foi demonstrado que ele pode atenuar
efetivamente as alteragdes fisioldgicas causadas por esses toxicos no figado.
O volume de cha de kombucha, numero de doses, periodo de tratamento e o
método de administracéo utilizado nesses estudos nao foram iguais.

A eficacia hepatoprotetora do cha kombucha foi estudada medindo-se
marcadores de toxicidade hepatica (piruvato glutdmico transaminase sérico,
transaminase oxaloacética glutdmica  sérica, malondialdeido,  fosfatase
alcalina, gama glutamil transpeptidase), glutationa reduzida, enzimas
antioxidantes, glutationa-S-transferase, glutationa-S-transferase, , catalase e
superoxido dismutase), varios niveis de creatinina e uréia, niveis de 6xido
nitrico no figado, por analise histopatolégica do tecido hepatico, apoptose,
geracao de espécies reativas de oxigénio, alteragdes no potencial da
membrana mitocondrial, liberagdo do citocromo c, ativagéo de caspases (3 e
9) e Apaf - 1 foram estudadas para mostrar a propriedade hepatoprotetora do
cha Kombucha contra o hidroperéxido de terc-butii  (TBHP) que é um
peroxido organico amplamente utilizado em uma variedade de processos de
oxidagdo (BATTACHARYA et al., 2011).

A atividade antioxidante e sua capacidade de facilitar os processos
antioxidante e de desintoxicagdo no figado foram atribuidas
a hepatoprotecao oferecida pelo cha de kombucha. Wang et al. (2013)
relataram que os  efeitos hepatoprotetores da kombucha contra o
acetaminofeno (Paracetamol) sdo amplamente atribuidos a presenga do
antioxidante conhecido como acido D-sacarico-1, 4-lactona (DSL) e a
Gluconacetobacter sp. A4 foi a principal produtora desse antioxidante. (WANG
et al., 2013).
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A Gluconacetobacter sp. A4, que é o principal produtor de DSL, foi
considerado o principal microrganismo funcional responsavel pela
propriedade  hepatoprotetora do  processamento da  kombucha
(BELLASSOUED et al., 2015).

Os presentes achados sugerem que a kombucha pode ser usada como
antioxidante natural para a protecdo de hepatdcitos no insulto oxidativo e na
morte induzidos por TBHP (VELICANSKI et al., 2014).

A maioria dos estudos concluiu que o cha kombucha pode ser benéfico
contra doencas hepaticas, para as quais o estresse oxidativo € um fator causal

bem conhecido.

Atividade Antitumoral

A carcinogénese € um fator multifatorial e processo, no qual numerosos
genes sao afetados. Muitos desses genes sdo alvos principais para
quimioprevencgao agentes porque regulam a superficie celular intracelular ou
funcbes extracelulares. Varios relatorios estao disponiveis na literatura para
as propriedades anticancer do cha preto. Como o cha kombucha é preparado
a partir de cha preto, espera-se que tenha propriedades anticancer
(JAYABALAN et al., 2014).

A quimioprevengao usando uma combinagao de fitoquimicos da dieta
com diversos mecanismos foi proposta como uma abordagem bem-sucedida
para controlar diferentes tipos de cancer com menos efeitos colaterais
(SHIARI et al., 2013).

A Kombucha foi seriamente reivindicada por ter propriedades
anticancerigenas pelos bebedores de kombucha por muitos anos. Foi
reivindicado por um estudo populacional realizado na Russia pela “Unidade
Central de Pesquisa Oncoldgica” e pela “Academia Russa de Ciéncias em
Moscou” em 1951, foi investigada a atividade antiproliferativa de bebidas
kombucha de cha preto e cha saboroso de inverno (Satureja montana L.) nas

células HelLa (carcinoma epitelial do colo do utero), HT - 29 (adenocarcinoma
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do colon) e MCF - 7 (adenocarcinoma da mama) usando O ensaio

colorimétrico de sulforodamina B (SHIARI et al., 2013).

Eles relataram que o efeito antiproliferativo do cha salgado de inverno
kombucha era comparavel ao do cha preto kombucha tradicional; e
concluiram que o kombucha preparado a partir de cha saboroso de inverno
pode ter componentes antiproliferativos mais ativos do que simples extratos
de agua de cha saboroso de inverno. Uma fragdo de acetato de etila do cha
preto de kombucha que continha 2-(2-hidroxi-2-metoxipropilideno) malonato
de dimetila e vitexina a uma concentragédo de 100 ug / mL causou efeitos
citotoxicos em 786-O (carcinoma renal humano) e U20S (osteossarcoma
humano), reduziu significativamente a invaséo celular e a motilidade celular

nas células A549 (carcinoma do pulmao humano) (SHIARI et al., 2013).

O extrato de cha de kombucha liofilizado diminuiu significativamente a
sobrevivéncia de células de cancer de prostata ao diminuir a expressao de
estimuladores de angiogénese, como metaloproteinase de matriz,
ciclooxigenase-2, interleucina-8, fator de crescimento endotelial e fator
indutivel humano-1a 0. Este estudo mostrou um grande potencial do
kombucha na inibicdo da angiogénese atraves de alteragdes na expressao de

estimuladores angiogénicos (SHIARI et al., 2013).

Os possiveis mecanismos contra o cancer dos polifendis do cha aceitos
pela maioria dos pesquisadores agora sao os seguintes: inibicdo da mutacao
genética, inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas, inducado de
apoptose de células cancerigenas; e término de metastases. As propriedades
anticancerigenas do cha kombucha podem ser devidas a presenga de
polifendis do cha e seus produtos de degradacdo formados durante a
fermentacao (SHIARI et al., 2013).

Anticolesterolémica

Em seu estudo BELLASSOUED et al. (2015) investigaram os efeitos
de Camellia sinensis e da kombucha, duas bebidas naturais, sobre o status

de colesterol e antioxidante usando um modelo de rato com
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hipercolesterolemia. Esse estudo comparou as habilidades de eliminagao de
radicais livres e os niveis de polifendis da Camellia sinensis e da kombucha.
Foram utilizados Ratos Wistar alimentados com dietas ricas em colesterol
receberam Kombucha ou Camellia sinensis (5 mL / kg de peso corporal por
dia, por 16 semanas, em seguida, jejuaram durante a noite e foram
sacrificados. Os niveis lipidicos plasmaticos, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e niveis Séricos de Y-
glutamil transpeptidase (GGT), atividades antioxidantes da superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), e ratos creatinina e uréia foram

examinados.

A kombucha induziu niveis séricos baixos de colesterol total,
triglicérides, VLDL, E LDL em 26, 27, 28 e 36%, respectivamente, e aumentou
0 nivel sérico de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL). A
kombucha induziu uma diminuicédo de 55% no nivel de TBARS no figado e
44% no rim, em comparagao com os de ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol (BELLASSOUED et al., 2015)

O cha a partir da Camellia sinensis e a kombucha, sdo apresentados
na literatura como duas bebidas muito distintas e nenhuma correlagao foi até
agora relatada entre elas. Alguns dos efeitos relatados para a ingestdo da
kombucha s&o, no entanto, muito semelhantes aos descritos para o cha. No
entanto, embora a composicao, propriedades e efeitos do cha em doencgas
crbnicas e progressivas, como obesidade e hiperlipidemia, estejam bem
documentados na literatura poucos dados estédo disponiveis atualmente sobre
essas questdes em relagdo a Kombucha. De fato, a maioria dos dados sobre
a kombucha é anedética e sao necessarios mais estudos para elucidar seu
potencial terapéutico curativo, particularmente contra a hipercolesterolemia
(JAYABALAN et al., 2014).

Efeito antiglicémico
O diabetes tornou-se um grave problema de saude e um importante
fator de risco associado a complicagdes de saude problematica, como
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disturbios do metabolismo e disfungdes hepaticas e renais. As inadequacodes
associadas aos medicamentos convencionais levaram a uma busca
determinada por agentes terapéuticos naturais alternativos (ALOULOU et al.,
2012).

Aloulou et al. (2012), conduziram um estudo em que ratos diabéticos
induzidos por aloxana, foram submetidos ao cha preto fermentado com
kombucha na dose de 5 mL / kg de peso corporal por dia, durante 30 dias, em
jejum durante a noite e sacrificados no 31° dia do experimento (ALOULOU et
al., 2012).

O sangue dos animais foram coletados e submetidos a varias medidas
bioquimicas, incluindo glicemia, colesterol, triglicerideos, ureia, creatinina,
transaminases, transpeptidase, lipase e atividades de amilase. Os 6rgaos
pancreas foram isolados e processados para medir as atividades de lipase e
a-amilase e realizar analises histologicas, e os resultados revelaram que,
comparado ao cha preto, o cha fermentado com kombucha era o melhor
inibidor das atividades da a-amilase e lipase no plasma e no pancreas e um
melhor supressor dos niveis elevados de glicose no sangue (ALOULOU et al.,
2012).

Curiosamente, observou-se que a kombucha induz atraso acentuado
na absorcao do colesterol LDL e triglicerideos e um aumento significativo no
HDL-colesterol. As analises histologicas também mostraram que exercia uma
agcao melhoradora no pancreas e protegia eficientemente as fungdes figado-
rim de ratos diabéticos, evidenciadas por diminui¢des significativas nas
atividades do aspartato transaminase, alanina transaminase e gama-glutamil
transpeptidase no plasma, bem como no conteudo de creatinina e uréia
(ALOULOU et al., 2012).

Outros pesquisadores (BHATTACHARYA; GACHHUI; SIL, 2013),
também estudaram o efeito antiglicémico do cha preto e do cha fermentado
com Kombucha em ratos diabéticos induzidos por aloxana (ALX). A exposi¢ao
ao ALX reduziu o peso corporal e a insulina plasmatica em cerca de 28,12%
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e 61,34%, respectivamente, e elevou o nivel de glicose no sangue e a
hemoglobina glicada em cerca de 3,79 e 3,73 vezes, respectivamente. Os
parametros relacionados ao estresse oxidativo, como produtos de
peroxidacdo lipidica (aumentados em 3,38, 1,7, 1,65, 1,94 vezes,
respectivamente), teor de carbonila da proteina (aumentada em 2,5, 2,35, 1,8,
3,26 vezes, respectivamente), conteudo de glutationa (diminuiu 59,8%,
47,27%, 53,69%, 74,03%, respectivamente), as atividades das enzimas
antioxidantes também foram alteradas nos niveis pancreatico, hepatico,

tecidos renais e cardiacos de animais diabéticos.

Os resultados mostraram ainda, um potencial antidiabético significativo
da bebida fermentada (150 mg de extrato liofilizado / kg de peso corporal por
14 dias), pois restaurou efetivamente as alteragdes fisiopatoldgicas induzidas
por aloxana, além disso, poderia melhorar a fragmentagdo do DNA e a
ativacao da caspase-3 no tecido pancreatico de ratos diabéticos. Embora o
cha preto ndo fermentado seja eficaz na fisiopatologia acima, a kombucha
mostrou ser mais eficiente. Isso pode ser devido a formagdo de algumas
moléculas  antioxidantes durante o periodo de fermentagao
(BHATTACHARYA; GACHHUI; SIL, 2013).

O estudo realizado por Srihari et al., (2013) que teve como objetivo
delinear o efeito anti-hiperglicémico do extrato liofilizado de kombucha em
ratos experimentais induzidos por estreptozotocina, observou-se que apos o
periodo experimental de 45 dias, que uma suplementagdo de kombucha com
6 mg / kg de peso corporal diminuiu significativamente a hemoglobina
glicosilada (HbA 1c) e aumentou os niveis de insulina plasmatica,
hemoglobina e glicogénio tecidual, além de reverterem significativamente as
atividades alteradas de enzimas gluconeogénicas, como glicose-6-fosfatase,
frutose-1,6-bifosfatase e glicolitica, enzimas como a hexoquinase nos tecidos
de ratos experimentais. Assim, os resultados desse estudo sugeriram que o
kombucha exerce efeito hipoglicémico em ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina.
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Melhora contra o envelhecimento da Pele

O envelhecimento da pele € um processo biolégico durante o qual
mudangas na estrutura a integridade estrutural e a fungao fisiolégica da pele
sao induzidas. O envelhecimento resulta na diminuicdo da espessura da
derme e da epiderme (PAKRAVAN et al., 2018).

Também pode haver perda da gordura por baixo da pele. A redugcao
no volume e na eficacia em geral de todas as trés camadas da pele resulta
em uma série de importantes efeitos médicos e estéticos. A pele perde um
pouco de sua elasticidade (PAKRAVAN et al., 2018).

Ela se torna mais seca devido ao comprometimento da funcédo de
barreira e a diminuicdo da producido de 6leos essenciais. O numero de
extremidades nervosas diminui, entdo a sensagéo fica reduzida (PAKRAVAN
et al., 2018).

O numero de glandulas sudoriparas e vasos sanguineos também
diminui, reduzindo, assim a capacidade da pele de responder a exposicao
ao calor. O numero de melandcitos tende a diminuir com a idade e, entéo, a
pele fica menos protegida contra os raios ultravioleta. Com essas mudancgas,
a pele torna-se mais sensivel as lesdes e a sua cura torna-se mais lenta
(PAKRAVAN et al., 2018).

A partir dos beneficios antioxidantes da kombucha, foi realizado um

estudo afim de avaliar os seus potenciais no antienvelhecimento da pele.

Para essa analise, o cha de Kombucha foi fracionado em cloroférmio,
butanol e acetato de etila, e o conteudo de flavonoides foi determinado. Ratos
jovens e velhos foram usados como controle. A fragdo kombucha de acetato
de etila (KEACf), apresentou o maior conteudo de flavonoides, foi administrada

por via intradérmica em camundongos idosos (PAKRAVAN et al., 2018).

A administragdo de KEAf aumentou significativamente o conteudo de
colageno, e melhorou concomitantemente as anormalidades do tecido

conjuntivo da pele na pele envelhecida. Ndo foi observada nenhuma
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sensibilidade ou irritacdo o que sugeriu que o KEAf pode ser um candidato
adequado como produto cosmético para melhorar as anormalidades da pele
relacionadas ao envelhecimento e a regeneragcdo da pele envelhecida
(PAKRAVAN et al., 2018).

Combate a Ulceracao Gastrica

A gastrotoxicidade de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), muitas
vezes levando a ulceragéo gastrica e atraso na cicatrizagao, continua sendo um
problema crucial, apesar dos recentes avangos farmacéuticos (SAAD, 2006;
SANTOS; VARAVALHO, 2011).

Os medicamentos anti-Ulceras sintéticos atualmente disponiveis séo
caros, mostram efeitos colaterais e ndao podem prevenir a recorréncia da
ulcera (SANTOS; VARAVALHO, 2011).

A exploracao de plantas/ervas, especialmente as variedades comestiveis,
pode fornecer formulagdes anti-Ulceras alternativas adequadas. Muitos taxa de
plantas medicinais foram avaliados em todo o mundo por seus efeitos

antiulcerogénicos (FAO, 2019).

Durante décadas, os médicos recomendam ajustes na dieta, destinados a
prevenir ou tratar os sintomas de gastrite e ulceragao, pois a dieta pode moderar
o risco de gastrite ou ulcera péptica. O autor teve como objetivo principal do
avaliar a propriedade de cura da kombucha fermentada a partir do cha preto
contra ulceragdo gastrica induzida em ratos e comparar a atividade com a
da droga , omeprazol (BANERIEE et al., 2010).

A amostra de kombucha produzida pela fermentagdo do cha preto por
quatro dias apresentou a melhor capacidade de eliminacao de radicais DPPH e
conteudo de fendlicos. Portanto, a atividade de cicatrizagdo de ulceras do
kombucha foi comparada com a do cha preto. Todos os extratos de cha (15
mg.kg ') poderiam curar efetivamente a ulceragdo gastrica, conforme revelado
nos estudos histopatolégicos e bioquimicos, com relativa eficacia como
Kombucha aproximada a do cha preto (BANERIEE et al., 2010).
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As capacidades de cura dos extratos de cha podem ser atribuidas a
sua atividade antioxidante bem como a capacidade de proteger o conteudo de
mucina dos tecidos gastricos. Além disso, a capacidade da kombucha de
reduzir a secregao de acido gastrico também pode contribuir para sua atividade
de cicatrizacao de ulceras. O Autor também encontrou que a preparacao do cha
kombucha (15 mg.kg ") foi tdo eficaz quanto o controle positivo, omeprazol (3
mg.kg ') na cicatrizagdo da Ulcera (BANERIEE et al., 2010).

Com base no exposto, sobre a kombucha e sua possiblidade de
potencializar a microbiota residente do trato gastrointestinal e com base na
literatura consultada sobre seus efeitos terapéuticos, foi realizado este estudo
com o intuito de avaliar a citotoxidade da mesma, a acdo de inibicdo do
crescimento de microrganismos patogénicos e da atividade antitumoral em

células vegetais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O estudo teve como objetivo avaliar a atividade de uma bebida
fermentada em diferentes modelos bioldgicos, avaliando seus potenciais

efeitos terapéuticos como alimento funcional probiético.

2.2 Objetivos especificos

1. Aferir o pH da kombucha aos um, sete ,14 e 21 dias de fermentacgéao

e o teor alcéolico aos sete dias de fermentacgao;

2. Avaliar a toxicidade por meio do teste de letalidade em Artemia
salina;
3. Analisar a atividade antimicrobiana in vitro de microrganismos

patogénicos pela bebida probidtica;

4. Realizar a avaliagao da atividade antitumoral por meio do bioensaio

em ceélulas vegetais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparacao da kombucha

O SCOBY utilizado neste estudo foi obtido a partir de uma kombucha
doada pela professora Claudia Didonet (In memoriam) armazenada em sacos
herméticos, acomodados em uma geladeira no Laboratério de Microbiologia
do Cémpus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldogicas (CCET) da
Universidade Estadual de Goias.

O cultivo do SCOBY foi realizado em 500 mL de infusdo de cha-preto
assepticamente preparado com a dissolugao de 5 g.L' (Camellia sinensis da
marca Leao™) em agua a 100 °C, seguida da adigdo de 25 g de agucar cristal
apos o resfriamento da dissolugéo a temperatura ambiente (FU et al., 2014).

Posteriormente, 20 g do SCOBY foi transferido para o frasco de vidro
com 500 mL da infusdo, acompanhado de 5 mL do sobrenadante da cultura
prévia da kombucha. Em seguida, o frasco foi tampado com tecido poroso que
permitia as trocas gasosas e impedia a contaminacgao por insetos (FU et al.,
2014).

Esse preparo foi guardado em temperatura ambiente em média 25°C,
ao abrigo da iluminacgédo solar direta durante 21 dias. As amostras analisadas
posteriormente, foram obtidas ao final de sete, 14 e 21 dias.

Antes da realizagdo das analises descritas a seguir, as amostras de

kombucha foram filtradas com filtro de celulose.

FIGURA 2- Filtro de celulose
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Fonte: Préprio autor, 2022.
3.2 Analise de pH

Foram realizadas analises de pH da kombucha com o auxilio de um
pHmetro digital portatil da marca Kasvi (modelo K39-0014PA), aos sete, 14 e
21 dias, com o intuito de monitorar a acidez durante todo o processo de

fermentacao da bebida.

3.3 Analise do teor alcoodlico da kombucha

O teor alcéolico foi medido por meio de um alcodmetro centesimal
(Alcobmetro Gay Lussac), da marca Incoterm®, que se destina a
determinagao do teor alcoolico ou da forga real das misturas de agua e alcool,
indicando somente a concentragao de alcool em volume (GOBBI; THEIS,
2012).

A analise foi realizada com o alcoémetro limpo, logo depois, a amostra
de kombucha foi homogeneizada, esperou-se ela ficar estatica na proveta e
foi inserido o alcodmetro. A leitura foi realizada com sete dias de fermentacgao
da kombucha, esse experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia

da Universidade Evangélica de Goias.
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FIGURA 3 - Demonstracao da leitura do teor alcoolico

FPOSICAOQ CORRETA PARA A LEITURA DE
DENSIMETROS NO PLANDO DA SUPERFICIE LiQuUIDA.

POSICAD FINAL

\

{.-
POSICAD INIG 1AL

Fonte: Manual de instru¢des Incoterm®

FIGURA 4- Avaliacao do teor alcodlico da kombucha, utilizando o alcodmetro

centesimal (AlcoOmetro Gay Lussac), da marca Incoterm®.

Fonte: Proprio autor, 2021

3.4 Ensaio de toxidade em Artemia salina Leach

Primeiramente, antes da realizagao do ensaio de toxicidade em Artemia
salina, neutralizou-se a kombucha com KOH, para impedir que o pH acido
interferisse na mortalidade do microcrustaceo. Posteriormente, foi realizado
um ensaio em ftriplicata, afim de verificar a relagdo concentracao-resposta. Foi
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utilizado como grupo controle uma agua artificial do mar sintética 3,6% de

NaCl suplementada com extrato de levedura (6 g.L™") esterilizada.

O pH foi ajustado a 8,5 com solugdo de NaCO3z a0,1 mol.L" e o grupo
teste com um numero de dez larvas de Artemia salina Leach. Elas foram
transferidas para tubos de ensaios contendo agua artificial do mar e a
kombucha, em cinco diferentes concentragées (600 ug.mL-', 60 uyg.mL", 6
ug.mL, 0,6 yg.mL" e 0,06 ug.mL"), sendo que, o volume final de 1 mL foi
completado com agua artificial do mar e em seguida, prosseguiu-se com a

incubacgao.

Foram realizados o controle positivo da técnica com dicromato de
potassio na diluigdo de 100 uyg.mL™", visto que ele demonstra toxicidade as
larvas de Artemia salina Leach e o controle negativo da técnica com agua

artificial do mar.

A contagem dos animais mortos foi realizada apdés 24h, sendo
determinada ainda a CL50, que avalia a concentracédo que é capaz de matar

50% dos animais expostos.

3.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana da kombucha

A determinacao da atividade antimicrobiana da kombucha foi realizada
pelo teste de microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo recomendado pela
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) para testes de
susceptibilidade antimicrobiana por diluigdo de agentes antimicrobianos em
caldo (CLSI, 2016).

Foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) de Escherichia coli (ATCC 25313), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), e Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) mantidas no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Estadual de Goias (UEG).

Os microrganismos foram semeados em meio Mueller Hinton,
utilizando a técnica de esgotamento e incubados por 24 horas a 37°C. Apds
este periodo, trés a cinco colbnias foram retirados da placa de Petri e
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transferidas para um tubo, contendo solugéo fisiolégica, equiparando assim a
turbidez da mesma, correspondendo a 0,5 da escala de McFarland.
Seguidamente, preparou-se uma diluicdo 1:10 em solugao fisiolégica, para

obter a concentragéo de 107 UFC.mL"".

3.5.1 Determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

Para determinacédo da CMI, filtrou-se a kombucha em filtro de celulose
e em seguida, em uma placa de poliestireno com 96 pogos estéril e com
tampa, foram pipetados 50 uL, 20 pL, 2 uL e 0,2 uL de kombucha, os quais
foram acrescidos com 50 L, 80 pL, 98 uL e 99,8 uL de caldo Mueller Hinton
com os diferentes microrganismos em todos os pogos, obtendo-se as
diluicées 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000. Houve excecao, nos pocos referentes aos
controles da kombucha e do meio de cultura, nos quais foram adicionados 100

ML de kombucha ou 100 uL de caldo Muller Hinton, respectivamente.

A placa foi entdo incubada em estufa a 37°C, por 24 horas. A analise
do crescimento bacteriano ocorreu visualmente, observando a formacgao de

sedimento bacteriano no fundo de cada poco.

Posteriormente, foram realizadas pesagens da kombucha desidratada
em estufa bacteriolégica e verificou-se as diferentes concentragdes para as
diluigdes utilizadas (600 pg.mL", 60 yg.mL", 6 yg.mL"', 0,6 uyg.mL"', 0,06
ug.mL).
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FIGURA 5- Avaliagao da atividade inibitéria da Kombucha contra a bactéria
Klebsiella pneumoniae (ATCC 29213)

MH+BACTERIA  KOMBUCHA MH - PURO

Fonte: Préprio autor, 2022

3.5.2 Determinagdao da Concentragcao Minima Bactericida
(CMB)

Para determinacédo da CMB foram transferidos 100 yL de cada pogo
sem crescimento bacteriano perceptivel a olho nu, para inoculagdo em placa
com agar Muller Hinton. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por
24 horas, para a verificacdo da presenga ou auséncia de crescimento

bacteriano.

3.6 Triagem da atividade antitumoral

Utilizou-se o método adaptado de Mohamed (2016) e Iftkhar et al.
(2018). Foram adquiridas batatas (Solanum tuberosum) de tamanhos entre 6
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e 10 cm, frescas e saudaveis, em um mercado na regido central na cidade de

Anapolis, Goias.

No laboratdrio, as batatas foram lavadas em agua corrente, com sabao
e bucha esponja multiuso. Logo em seguida, as superficies das batatas foram
desinfetadas por imersao em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,1%, durante
20 minutos. As extremidades da batata foram removidas e estas foram
novamente imersas em solucao de hipoclorito de sédio a 0,1%, por mais 10
minutos. De cada batata foi extraido um nucleo cilindrico de tecido de 10 mm,
com auxilio de uma broca metalica estéril. Na extremidade de cada um desses
nucleos cilindricos, foram removidos pedacos de 20 mm, os quais foram

descartados.

FIGURA 6 - Batatas adquiridas em um mercado local, limpas e desinfetadas

Fonte: proprio autor, 2021.

Com bisturi estéril, foram retirados discos de 5 mm de espessura do
nucleo cilindrico restante. Posteriormente, os discos foram depositados em
placas de Petri contendo agar- agar 2%, onde cada placa recebeu trés discos

para cada diluicdo da kombucha.

A bactéria Rhizobium radiobacter cepa ATCC 4720 foi cultivada em
meio agar Triptona de soja (TSA) por 24 horas e em seguida, foi preparada
uma suspensao bacteriana com 1 x 107 UFC.mL"" e feita uma suspenséo 1 x
108 comparado com a escala de McFarland e uma diluigdo de 1:10 em caldo

nutriente e incubado por 48 horas para a inoculagado dos discos de batatas.
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As amostras de kombucha foram diluidas em DMSO 5% nas
concentragdes de 500 pL,1000 pL,1500 pL ou seja 25%, 50% e 75%. Foi
realizada a inoculagdo com a suspensao bacteriana e com a kombucha, com

50 pL nos discos de batatas.

Os discos de batata foram incubados durante 20 dias, a uma
temperatura de 25 °C. Apds esse periodo, foi realizada a leitura com uma
solugao de Lugol (5% l2 e 10% lodeto de Potassio). As contagens dos tumores
foram realizadas e comparadas com o controle negativo (suspenséo
bacteriana contendo 5% de DMSO). Os resultados foram apresentados em

porcentagem na seguinte formula:

100 — Numero de tumores encontrados no teste X 100

Numero de tumores encontrado no controle crescimento

Como controle positivo foi usado a Camptotecina, dissolvida em DMSO
5% nas concentragdes de 1 yl.mL™", 10 yl.mL", 100 yl.mL" e 500 yl.mL" na
suspensao bacteriana ( COKER; WATKINS; SMITH; BRANDT, 2003

FIGURA 7- Discos de batata com aproximadamente 5mm de espessura,

inoculados com a Rhizobium radiobacter e com a kombucha.

Fonte: proprio autor, 2021.
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FIGURA 8 - Disco de batata corado com solugdo de lugol a 5%, para

contagem de tumores.

Fonte: préprio autor, 2021.

3.7 Analises Estatisticas

Para o calculo da CL50, utilizou-se a analise de regressao Probit, no
software estatistico IBM SPSS Statistics 20, com intervalo de confianca de
95%. Para analisar os resultados da Concentragdo Minima Inibitéria obtidos
com os extratos, fragcdes e 6leo, utilizou-se o teste de ANOVA, no software
Action Stat Versao 3.6.331.450, considerando o intervalo de confianga de 95%
(p<0,05).

Os dados obtidos para os testes de formacgao antitumoral em disco de
batata, foram submetidos a analise estatistica, comparando a média obtida
pelo teste anova de fator unico, com o intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do pH

As médias dos valores observados para o pH da kombucha nas
triplicatas foram 6,7 e 3,2 para o 1° e 21° dias de fermentacao,
respectivamente, valores que estdo de acordo com o preconizado pelo
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Portaria n°® 103 de
setembro de 2018), que estabelece como valores de pH ideais de 2,5 e 3,5

para que se tenha beneficios para a saude.

Em trabalho semelhante (FU et al. 2014),foram observados valores
préximos aos encontrados neste estudo ao utilizar uma combinagao de ervas
com 21 dias de fermentacdo e pH 2,75. A reducdo de pH observada no
decorrer do periodo de fermentagcdo da kombucha ocorre em razdo da
formacao de acidos, como o acético e glucdnico (GOH et al. 2012), os quais
tem sido designado como responsavel pelas propriedades funcionais da
Kombucha, por isso, a avaliagao desse parametro € um dos mais importantes
na caracterizagao dessa bebida, pois esta intimamente ligado com o processo
de fermentagao (GOH et al. 2012).

A producéao desses acidos em pH inferiores a 4,2 inibem a propagagao
da maioria dos microrganismos patogénicos, além de promoverem alteragdes
estruturais dos compostos através de sua atividade antioxidante. Além disso,
kombuchas que apresentam pH nessas faixas, nao inferiores a 2,0, sao
consideradas ideais para evitar problemas dentarios e gastrointestinais, além
de garantir um sabor agradavel ao paladar (VILLARREAL-SOTO et al., 2020).

4.2 Analise do teor alcoolico

Durante nosso estudo, foi observada a fermentagdo da kombucha com

cha preto com sete dias de fermentagdo e foram encontrados valores de teor
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alcoolico de 0,0% v/v. Segundo JANG et al. (2021), a kombucha naturalmente

fermentada contém de 0 a 3% de alcool por volume.

A kombucha comercializada nos Estados Unidos e Canada, que
apresenta valores menores que 0,5% e 1,1% de alcool por volume,
respectivamente, para serem e sao consideradas n&o alcodlicas (CHAN et al.,
2020).

No Brasil, na rotulagem da kombucha nao alcodlica, somente podera
ser utilizada a expressao “zero % alcool”, “0,0%”, ou similares, no produto que
contiver até 0,5% v/v, de alcool (BRASIL,2019).

Alguns estudos relataram produtos de kombucha contendo niveis de
alcool acima de 0,5% por volume. Esse maior volume de alcool acarreta
algumas preocupagdes de saude e seguranga associadas a ingestdo de
bebidas alcodlicas, especialmente entre populagdes de risco, incluindo as
mulheres gravidas, criangas, € pessoas com doenga renal, pulmonar ou
hepatica significativa (TALEBI et al., 2017).

Como os produtos do Kombucha sdo normalmente vendidos como
bebidas nao alcodlicas, a presencga de qualquer Kombucha com teor alcodlico
elevado pode resultar em riscos significativos a saude para as populagdes em

risco que podem consumir o produto (TALEBI et al., 2017).

Diante aos problemas de saude associadas ao teor de alcool nas
bebidas fermentadas disponiveis ao publico, é imperativo que os métodos
usados para determinar a concentragdo de alcool em tais bebidas, tenham
passado por um estudo de validagao rigoroso que garanta que o método seja
preciso e adequado para o fim a que se destina. Na literatura, ha registros de
varios metodos que sao considerados adequados para determinacdo de
alcool em kombuchas, incluindo técnicas enzimaticas, densitométricas e
cromatograficas de gas (AOAC, 2012).

As bactérias do acido acético sao microrganismos aerobicos
dominantes na kombucha que utilizam o alcool como substrato para produzir
acido aceético. A producgao de etanol € realizada pela por¢gdo de levedura, o
etanol pode ser oxidado em acetaldeido usando a contraparte bacteriana
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desta coldnia. Durante a producao de etanol, a por¢céo de levedura escolhe a
frutose como camada. Existe uma relacdo dupla entre o acido acético
produzido pela bactéria acido acético e o etanol. O acido acético fornecido
pelas bactérias do acido acético podem motivar rapidamente a produgao do
etanol através da levedura; por outro lado, o etanol pode simplificar a
producao de acido acético e o crescimento de bactérias de acido acético
(HSIAO; LIN; CHEN; CHEN, 2016).

VILLAREAL et al. (2020) notou que as bactérias do acido acético
funcionam para produzir uma nova camada de celulose e metabolizar o etanol
para produzir acidos organicos. Desse modo o etanol produzido durante o
processo de fermentagao pode ser convertido em acido acético por bactérias

de acético.

As bactérias do acido acético vao reduzir a concentracdo de etanol
como fonte de carbono (BATTIKH; CHAIEB; BAKHROUF; AMMAR, 2013).
Um estudo realizado na Polbnia observou que a concentracédo de alcool, até
o 7° dia de fermentagao atingiu o valor de 3,0%, e uma diminuigao para 2,0 %
de teor alcodlico (JAKUBCZYK et al., 2020).GAGGIA et al. (2018) também
observou um aumento do teor alcodlico do 7° para o 14° dia, indo de 0,64
mg/L para 1,14 mg/L.

Também foi avaliado em um estudo o teor alcodlico de kombuchas
comerciais de diferentes sabores, e foi encontrado valores de 0,03% a 1,63%
de teor alcodlico. Os autores desse estudo chamaram atencao para produtos
com mesmo sabores e lotes, apresentaram teores alcodlicos diferentes
(CHAN et al., 2020).

O teor alcoodlico encontrado na kombucha, deriva de muitos fatores,
como o substrato utilizado para a fermentagdo, o SCOBY, os dias de

fermentacao, a luminosidade e a temperatura (CHEN; LIU, 2000).
4.3 Toxicidade em Artemia salina Leach

Para analise de toxicidade foi utilizado o bioensaio para determinacao
de letalidade de Artemia Salina, esse teste tem sido usado em muitos grupos
de pesquisa, devido a sua eficacia, a facilidade de encontrar os cistos de
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Artemia salina no comércio, seu baixo custo e a facilidade da execucéo da
técnica (HYACIENTH; ALMEIDA, 2015).

Os resultados obtidos no teste de toxicidade foram avaliados pelo teste
ANOVA (Tabela 2), o qual comparou-se a média entre os dias de fermentagao
e a concentragao de kombucha e observou-se que ndo houve diferenca entre
os dias de fermentacéo (p= 1) e nem interagéo entre os dias de fermentacao

e a concentragdo da kombucha (p= 1).

TABELA 2- Teste de ANOVA para teste de toxicidade da kombucha em

Artemia salina

Fonte GL SQ QM Valor- F Valor- P
Trat. 6 5,0807 0,8468 4801 <0,0001
Dias 1 0 0 0 1
Trat.: Dias 6 0 0 0 1
Residuos 28 0,005 0,0002

O teste ANOVA demonstrou ainda, uma diferenga significativa entre os
tratamentos (p<0,0001). As concentragdes médias dos tratamentos, por sua
vez, foram submetidas ao teste de probit a fim de determinar a concentragao
letal (CLso) da kombucha (Tabela 3), que de acordo com Meyer e
colaboradores (1998), significa a dose necessaria de uma substancia ou tipo

de radiacéao suficiente para matar 50% da populagao teste.

TABELA 3- Concentracdo letal (CLso) da kombucha para Artemia Salina

CLso (ug.mL-1) p-Valor

Kombucha 223.070,00 <0.0001

Observa-se que o valor da CLso foi de 223.070,00, portanto, as
concentragbes avaliadas e mesmo a kombucha integral (2000 ug.mL™") sdo

consideradas atéxicas, ou seja sdo proprias para 0 consumo.

FIGURA 9- Determinagao da Concentracéo Letal 50
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Segundo os critérios empregados por (DOLABELA et al., 2008) para
compostos naturais, a kombucha é classificada como atoxica, pois os autores
apresentam as seguintes referéncias para a CLso quanto a sua toxicidade:
menores que 100 pyg.mL™" apresenta toxicidade fortes; entre 100 yg.mL" e
500 pyg.mL"' toxicidade moderados; entre 500 ug.mL' e 1000 pg.mL-"
apresenta baixa toxicidade e CLso maiores de 1000 ug.mL-"' sdo considerados

atoxicos.

A maioria dos estudos de toxicidade encontrados foram desenvolvidos
utilizando testes com camundongos, conforme descricdo da pesquisa
desenvolvida por Pauline e colaboradores (2001), em que foi fornecido a
kombucha por via oral a ratos durante um periodo de quinze dias, em trés
dosagens diferentes, uma considerada normal, equivalente a 100 a 200 mL
ingeridos por um ser humano adulto, uma dose cinco e dez vez maiores que
essa. Depois desse periodo, os ratos foram sacrificados e varios parametros
bioquimicos e histopatologicos foram observados (QUIAO-WON; TEVES,
2018).

Os resultados demonstraram que o efeito da administragdo oral da

kombucha a ratos albinos foi examinado e os resultados indicaram que a
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kombucha ndo tem toxicidade significativa, conforme revelado por varios
parametros bioquimicos e histopatolégicos. Um estudo realizado com cha
preto e verde, que também utilizou o teste de toxicidade com Artemia salina
também apresentou valores muito baixos de CLso que indica que a kombucha
nao é toxica (QUIAO-WON; TEVES, 2018).

Em outro estudo, também utilizando ratos, investigou-se também a
toxicidade oral da kombucha por 90 dias. Foram registrados parametros como
peso corporal, ingestdo de ragao, ingestao de agua, comportamento geral e
exames histologicos. E concluiu-se que a alimentagdo de ratos com
kombucha por 90 dias ndo mostrou quaisquer sinais toxicos. As variaveis
hematoldgicas e bioquimicas dos ratos estudados estavam dentro dos limites
clinicos. O estudo indicou que ratos alimentados com cha de kombucha por
90 dias nado mostraram quaisquer efeitos téxicos (VIJAYARAGHAVAN et
al., 2000).

Os estudos analisados corroboram com os resultados encontrados no
teste realizado com Artemia Salina, que a kombucha nao é toxica, no entanto,
alguns aspectos precisam ser analisados como dose, procedéncia do Scooby,
recipiente de armazenamento do cha. Alguns autores, também classifica a
kombucha como contraindicada para mulheres gravidas, lactantes e pacientes
com HIV positivos, de forma que estudos de toxicidade em humanos ainda
sdo escassos (LUCAK, 2010; JAYABALAN et al., 2014; QUIAO-WON; TEVES,
2018; VERNA;).

4.4 Concentragao Minima Inibitéria (CMI)

A microdiluigdo € um teste quantitativo que permite avaliar qual a
concentragdo minima necessaria de um composto para que
aproximadamente 50% das col6nias tenham seu crescimento impedido, a
avaliacao de resultados é feita em duas etapas, a primeira ocorre através da
observacgao da formagao de um precipitado branco no fundo do poco, este
que indica se a inibicdo foi o suficiente para o crescimento da bactéria em
questdo. Quando ele ndo é formado, se inicia a segunda parte, esta que
determina se o composto é bactericida ou bacteriostatico, através do teste de
CMB (CLSI, 2016) (Figura 7).
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TABELA 4 - Concentragdo minima inibitoria (ug.mL") dos compostos contra

0s quatro microrganismos avaliados.

Microrganismos 7 dias 14 dias
Escherichia coli (ATCC 25313) > 600 pg.mL"" > 600 pg.mL""
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) > 600 pg.mL"" > 600 pg.mL"’
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 60 pg.mL"’ 60 pg.mL"’
Klebsiella pneumoniae (ATCC 29213) 60 ug.mL™" 60 ug.mL"

A partir dos resultados encontrados no teste de CMI, observa-se que a
kombucha apresentou atividade antimicrobiana favoravel para as bactérias
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae e atividade antimicrobiana
baixa para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Esses resultados
estdo baseados nos critérios estabelecidos por Holetz e colaboradores (2002)
que afirmaram que concentragdes em que valores de CMI até 100 ug.mL""
desempenham atividade antimicrobiana favoravel; CMI entre 100 e 500
ug.mL™! apresentam atividade antimicrobiana moderada e CMI entre 500 e
1.000 pg.mL"" apresentam baixa atividade e CMI acima de 1.000 ug.mL"" que

nao existe atividade antimicrobiana.

Pelos resultados, observa-se também, que a atividade antimicrobiana
favoravel foi observada tanto em microrganismos Gram-positivos quanto em
Gram negativos. Essa eficiéncia antimicrobiana da kombucha pode ser
amplamente atribuida a presenga de acidos organicos, em especial o acido
aceético, grandes proteinas e catequinas. O acido acético e as catequinas
inibem o crescimento de diversos microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos (SREERAMULU; ZHU; KNOL, 2000).

Outros estudos também encontraram a atividade antimicrobiana da
kombucha contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo a
bactéria S. aureus (ANSARI et al., 2017). A fermentacdo da kombucha em
suco de uva tinta, também demonstrou uma atividade antimicrobiana da

kombucha. Esses resultados sugerem que a agao antibacteriana nao se deve
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apenas aos polifendis produzidos durante a fermentacdo, mas também e
principalmente do acido acético conhecido por ser o principal agente
antimicrobiano do cha kombucha, por duas estratégias iniciais: acidificagcao
citoplasmatica e acumulo de do anion &acido dissociada a niveis téxicos
(AYED; BEN ABID; HAMDI, 2017).

4.5 Concentragcao Minima Bactericida (CMB)

A partir dos resultados encontrados no teste de CMI, que a kombucha
apresentou atividade antimicrobiana favoravel somente para Staphylococcus
aureus e Klebsiella pneumoniae, portanto, foram utilizadas as menores
concentragbes do probidtico capaz de inibir o crescimento desses

microrganismos (60 ug.mL").Conforme demonstrado na (figura 10).

FIGURA 10- Determinagao da Concentragao Minima Bacterida da kombucha

frente ao Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae
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A, B- 7 dias de fermentacdo da kombucha; C, D- 14 dias de fermentacdo da

kombucha

Conforme observado na figura acima, ndo houve inibicdo de
crescimento para os microrganismos estudados, aos sete e 14 dias de
fermentacdo da kombucha, indicando que as concentragdes utilizadas

possuem agao bacteriostatica, mas nao bactericida.

4.6 Bioensaio antitumoral em discos de batata

Os resultados encontrados durante o bioensaio da kombucha em
discos de batata foram submetidos ao teste de Anova de fator Unico,
comparando a média entre o grupo controle negativo e diferentes
concentragdes de kombucha na inibigao dos tumores, conforme demonstrado

na figura a seguir.

FIGURA 11 — Resultados do teste de variancia (Anova) do teste antitumoral

em discos de batata
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*Leia-se: F= quadrado médio do residuo do tratamento; GL= grau de liberdade, P= nivel de
significancia do teste.

Observa-se nos resultados apresentados que os dados possuem
distribuicdo homogénia e que houve diferenga significativa entre os
tratamentos avaliados (p <0,0001), ou seja, as concentragdes de kombucha
testadas neste estudo, afetaram o crescimento de tumores nos discos de
batata, sugiro que novos testes sejam realizados a posteriori com novas

concentracgdes (Figura 12).

FIGURA 12 — Resultados do bioensaio da kombucha em discos de batata
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Conforme demonstrado na Figura 12, foi possivel observar a atividade
antitumoral da kombucha nos tratamentos estudados. De acordo com Trigui
et al. (2013), a atividade antitumoral é significante quando a diferenca ¢é igual
ou superior a 20% nos discos com o tratamento em referéncia aos nao
tratados (controle). Foram utilizados como controle negativo, o medicamento
camptotecina nas concentragoes de 100, 10 e 1 yg.mL"', e em nenhuma

dessas concentragdes, ndo houve crescimento de tumores.

Uma possivel explicacdo para esses resultados pode estar baseada
nos componentes antiproliferativos ativos que a kombucha possui, conforme
demonstrado em alguns estudos, que a kombucha contém dimetil 2 (2-hidroxi-
2 metoxipropilideno), malanato e vitexina, que apresentam efeitos citotdxicos
em células de carcinoma renal e em osteossarcoma humano, e também
reduzem significativamente a invasao celular e a motilidade celular em células
de carcinoma de pulmao (CETOJEVIC-SIMIN; BOGDANOVIC; CVETKOVIC;
VELICANSKI, 2008; JAYABALAN et al., 2010).

Com base na literatura, muitos pesquisadores concordam que os
possiveis mecanismos anticancer da kombucha se da através da inibicao da
proliferacdo de células cancerosas, indugcdo de apoptose de células

Resultados e Discussdo



65

cancerosas e o término da metastase (CONNEY et al., 2002; YOXALL;
LOANNIDES 2004; PARK; DONG, 2003).

Em trabalho realizado com o intuito de avaliar o efeito do extrato de cha
de kombucha liofilizado, Srihari et al. (2013) observou diminui¢ao significativa
da sobrevivéncia de células de cancer de préstata, regulando negativamente
a expressao de estimuladores de angiogénese, como metaloproteinase de
matriz, ciclooxigenase-2, interleucina-8, fator de crescimento endotelial e fator

de inducdo humana-1a.

Vérios estudos tem sido realizados sobre a fim de investigar as
propriedades anticancer do cha preto e como o cha kombucha preparado a
partir de cha preto (SHIARI et al., 2013; JAYABALAN et al., 2014; MENDONCA
et al., 2020), pois, ha muitos anos que se afirmam que a kombucha tem
propriedades antitumorais, baseado nas afirmacdes feitas por seus
consumidores e principalmente por um estudo conduzido pela “Unidade
Central de Pesquisa Oncoldgica” e “Academia Russa de Ciéncias de Moscou
“em 1951 (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

Dessa maneira, o teste antitumoral em discos de batata, se mostra util
para verificar propriedades conhecidas e novas moléculas antitumorais, ja que
consiste em verificar as propriedades antitumorais de compostos bioativos
biologicos e sintéticos, além disso, possui vantagens por ser um teste rapido,

simples e permitir uma confiavel pré-triagem antitumoral.

O teste antitumoral em discos de batatas, ainda, € um artificio valioso
pois indica a atividade tumoral através da inibigdo de tumores, sendo que a
identificacdo dos tumores € realizada pelas cepas vivas de Rhizobium
radiobacter, pois depois da fixacdo da bactéria e a kombucha, é possivel
verificar se as formagdes tumorais, foram inibidas ou ndo (COKER; WATKINS;
SMITH; BRANDT, 2003; INAYATULLAH; IRUM; ATEEQ-UR-REHMAN;
FAYYAZ C, 2007).
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CONCLUSOES

- Os valores de pH e de teores alcéolicos encontrados no estudo
demonstram o produto estd de acordo com a legislagdo para bebidas
fermentadas, considerando que a acidez e o teor alcoolico elevado podem
resultar em riscos a saude;

- No teste de toxicidade foi possivel identificar que o cha kombucha nao
€ toxico, no entanto, € necessario analisar aspectos como procedéncia do
SCOBY, recipiente de armazenamento do cha, entre outros;

- No teste antimicrobiano, apesar da kombucha nao apresentar
atividade biocida, apresentou atividade bacteriostatica, com concentragdes
inibitérias de 60 pug.mL™" contra bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-
negativas;

- No ensaio antitumoral, na concentragcdo de 75%, a kombucha
apresentou uma inibicado de 79,36% na formagao de tumores;

- Os resultados apresentados neste trabalho, demonstram que a
ingestao do cha kombucha é segura como alimento funcional, proporcionado
beneficios para a saude, seu baixo custo e facilidade de produgcdo podem
gerar um importante probidtico. Nesse estudo foi possivel observar que a
kombucha nao apresenta toxicidade, tem um importante efeito antimicrobiano
e pode exercer um poder antitumoral. Porém, destaca-se a necessidade de
novos estudos que possibilitem verificar seu consumo como seguro para

gestantes e pessoas imunocomprometidas.
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