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Resumo: O kombucha é considerado um probiético, por isso é muito utilizado na medicina popular em
todo o mundo, originario da China. Uma estrutura de consisténcia gelatinosa e firme é formada na
parte superior, denominada de mae-de-kombucha. Nesta estrutura sdo encontrados microrganismos
associados, havendo predominancia do género Acetobacter de metabolismo &cido. Assim este
trabalho consistiu no isolamento de bactérias acidas em trés diferentes matrizes de maes-de-
kombucha (M1, M2 e M3). Foram isoladas e caracterizadas bioquimicamente 55 bactérias por teste
de crescimento em placa com 8 diferentes fontes de carbono e quanto a presenca de enzimas
(proteases, celulase e amilases) além de crescimento nos meios seletivos AAM, LGI-P e MacConkey.
Pelo crescimento no meio AAM é possivel indicar que todos os isolados sdo bactérias acidas. Ja a
presenca de halo no meio GYC foi observada em 35 isolados indicando que estes podem ser do
género Acetobacter, mas outros testes sdo necessarios. Pelo dendrograma houve uma tendéncia
agrupamento dos isolados segundo a amostra de isolamento com 65% de similaridade. A amostra
mais diversa foi considerada a M1 corroborando que ha uma variagdo na composi¢do de bactérias

dependendo da fonte da mée-de-kombucha e presenca de bactérias acidas.

Palavras-chave: Acetobacteriaceae, probiéticos e bactérias acéticas.

Introducgéo

O kombucha é uma bebida muito utilizada pela populacéo, devido a acéo de
probiéticos (BHATTACHARYA et al. 2013). Identificaram-se no kombucha col6nias
de bactérias e leveduras a qual foram associadas em fermentacdo sob condi¢cbes
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anaerobicas, como resultado obteve-se uma bebida suave, adocicada e
carbonatada, levemente acida (MALBASA et al., 2011; MARSH et al., 2014).

A mae-de-kombucha constitui um biofilme de celulose, sintetizado pela
atividade de algumas bactérias acidas da familia Acetobacteriaceae sendo que
foram observadas as bactérias do género Acetobacter (JOHNSY et al,
2005;MARSH et al., 2014).

As bactérias 4cidas da familia Acetobacteriaceae tém a capacidade de
produzir pigmentos e exopolissacarideos (EPS), como a celulose, além de vitaminas
e a presenca de enzimas como &lcool desidrogenase e aldeido desidrogenase
(MACAULEY et al, 2001;KLAWPIYAPAMORNKUN; BOVONSOMBUT e
BOVONSOMBUT, 2015).

A celulose possui uma serie de aplicagcbes comerciais para preparacdes de
produtos farmacéuticos e na industria alimenticia, por isso esse grupo de bactéria
tem sido muito estudado (NGUYEN et al, 2008). Dependendo da composicdo do
meio de cultivo, a qualidade e quantidade de celulose podem variar o que foi
estudado para varias estirpes de bactérias em sistema de cultivo de kombucha
(TROVATTI, et al., 2011).

Material e Métodos

Meios de cultivo e bactérias: Utilizou trés diferentes matrizes maes de
kombucha, cultivados em cha preto contendo actcar (20g L™) e &cido acético (2%)
para manter o pH proximo de 3,5. Depois foi cultivado por 10 dias em cultivo estatico
e 1 mL do sobrenadante da cultura foi coletado e utilizado para contagem por
diluicdo em placa em meio GYC e LGI-P (NGUYEN et al., 2008) incubadas a 28 °C,
por 3 dias com determinacdo do numero mais provavel. A partir das col6nias obtidas
foram coletadas colonias com diferentes morfologias, e mantidas em glicerol (30%)

em freezer, para as avaliagdes posteriores.

Caracterizacdo: Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de
crescimento em testes em placas com 10 fontes de carbono: glicose, sacarose,
frutose, inositol, acido maleico, trealose, glicerol, sorbitol e arabinose. Para tanto foi
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utilizado o meio GYC, contendo glicose e o meio LGI-P, contendo sacarose, para as

demais fontes de carbono foram utilizado o meio minimo. (SHARAFI; RASOOLI;
BEHESHTI-MAAL, 2010). Foram testados também a capacidade de crescimento em
meio AAM para bactérias acidas, o meio MacConkey que contem lactose e 0 meio
DYGS que contem glutamato (KADERE et al. 2008). A presenca de enzimas
(proteases, amilases e celulases) foram realizada em placas segundo Cattelan
(1999).

Analise dos dados: Para a andlise dos dados obtidos os resultados foram
convertidos em uma matriz binaria (0O e 1) e analisados no software NTSYS sendo
elaborado um dendrograma utilizando o método UPGMA e o coeficiente de Jaccard
para a determinacdo da similaridade entre os isolados obtidos. Todos o0s ensaios

foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

Foram isoladas 55 colbnias de trés matrizes de kombucha (M1, M2 e M3),
sendo 12 da M1 (KGC6, KGC7, KGC8, KGC9, KGC10, KGC12, KGC13, KGC14,
KGC18, KGC19, KGC20 e KGC21) foram isolados no meio GYC. Ja da amostra M2
foram obtidos 21 isolados do meio LGI-P (KGL1, KGL2, KGL3, KGL4, KGL5, KGL11,
KGL12, KGL13, KGL14, KGL15, KGL16, KGL17, KGL18, KGL19, KGL20, KGL27,
KGL29, KGL30, KGL31, KGL32 e KGL39) e dois isolados (KGLB1 e KGLB8) a partir
do meio batata. Da M3 foram 20 isolados obtidas do meio GYC (KKG21, KKG22,
KKG23, KKG24, KKG25, KKG26, KKG27, KKG28, KKG29, KKG30, KKG31, KKG32,
KKG33, KKG34, KKG35, KKG36, KKG37, KKG38, KKG39 e KKG40).

Dos 12 isolados da M1, todos foram capazes de utilizar a glicose (meio GYC),
sacarose (meio LGI-P) e o glicerol. No meio DYGS, que contem glutamato, apenas
os isolados KGC12, KGC13 e KGC14 apresentaram crescimento. Para o teste das
enzimas na amostra M1 apenas o isolado KGC14 foi positivo para protease e o
isolado KGC13 foi positiva tanto para celulase como protease. Estes 12 isolados de
M1 apresentaram halo caracteristico em meio GYC, sendo considerados como

bactérias acidas (Tabela 1).
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J& dos 22 isolados da amostra M2 todos apresentaram crescimento no meio

Esgb.t(c

contendo frutose, acido maleico, trealose, glicose e sacarose. No teste da presenca
de enzima nao foi observado a presenca para protease e celulase e para atividade

de amilase apenas dois isolados foram positivos (KGL1 e KGL12).

Ja dos 20 isolados da M3 foi observado crescimento em meio AAM e no meio
GYC, porém neste ultimo ndo houve formagédo de halo. Somente 2 isolados (KGC13
e KGC18) apresentaram crescimento em trealose e para a presenca de enzimas
somente para celulose foi observado um isolado com atividade (KGC13).

O género Acetobacter foi estudado quanto a utilizacdo de fontes de carbono e
foi detectado que ndo possui capacidade de utilizar trealose (SWINGS; DE LEY,
1981; KADERE et al. 2008).

Tabela 1 — indice de solubilizacdo de célcio (IS) em placa com meio GYC obtido
para 35 isolados de duas amostras de kombucha (M1 e M2) cultivadas em Goias,
sendo 12 isolados da M1 (KGC) e 23 isolados de M2 (KGL).

Bactéria IS Bactéria IS Bactéria IS

KGC-6 1,85 KGL-1 2 KGL-18 1,81
KGC-7 1,75 KGL-2 1,63 |KGL-19 1,9
KGC-8 1,33 KGL-3 1,73 [KGL-20 1,9
KGC-9 1,5 KGL-4 1,64 |KGL-27 1,9
KGC-10 1,85 KGL-5 1,80 [KGL-29 2,22
KGC-12 1,33 KGL-11 1,64 |KGL-30 1,90
KGC-13 4,2 KGL-12 1,2 |KGL-31 2

KGC-14 1,75 KGL-13 2,1 KGL-32 1,81
KGC-18 1,37 KGL-14 1,9 |KGL-33 1,9
KGC-19 1,33 KGL-15 1,9 KGL B-1 1,8
KGC-20 1,75 KGL-16 2 KGL B-8 2

KGC-21 1,6 KGL-17 1,80

= indice de solubilizacao obtido entre o diametro do halo formado sobre o diametro da

colonia.Fonte: A autora deste trabalho, 2018.

Pelos resultados obtidos entdo € possivel que a maioria das bactérias
testadas ndo pertencam a este género, podendo apenas supor que os isolados sdo

pertencentes a familia Acetobacteriaceae, como evidenciado pelo crescimento em
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meio AAM (SWINGS; DE LEY, 1981). Avaliacbes genéticas serdo necessarias para

confirmacéo e colocagéo taxonémica dos isolados aqui obtidos.

Pela avaliacdo da capacidade de formacéo de halo foi calculado o indice de
solubilizagdo de calcio em meio GYC sendo observado que os 35 isolados das
amostras M1 e M2 foram capazes de liberar solucdes acidas de solubilizacao
(Tabela 1). Observando o IS a média geral foi de 1,8 sendo que o maior valor foi
obtido para o isolado KGC13 (IS=4,2) e o menor de 1,33 para os isolados KGCS,
KGC12 e KGC19 da M1 (Tabela 1). Ja para isolados da M2 o valor médio da IS
também foi de 1,8 sendo que o maior valor foi observado para KGL29 (1IS=2,22) e o
menor para KGL12 (1S=1,2).

Foi observado que os 55 isolados da M1, M2 e M3 tiveram um crescimento
melhor no meio GYC e o0s que apresentaram crescimento em LGI-P, foram

consideradas como capazes de utilizar sacarose.

O crescimento em meio GYC e a presenca de halo de solubilizacdo de calcio
€ considerado chave para que bactérias sejam consideradas do género Acetobacter
sendo portanto que os isolados das amostras M1 e M2 podem ser considerados
deste género (SANTOS, 2016; YAMADA, 2016). Ainda segundo Yamada (2016) as
bactérias do género Acetobacter sdo capazes de utilizar a glicose no meio de cultivo
com concentracdes menores que 30%, como foi observado para as bactérias aqui

testadas indicando que os isolados podem ser deste género (SANTOS, 2016).

No presente trabalho apenas os 20 isolados da M3 cresceram em meio GYC,
mas nao apresentaram halo. Este dado pode indicar que estes 20 isolados néo
pertencam ao género Acetobacter, mas podem ser da familia Acetobacteriaceae
pois todos os isolados cresceram no meio AAM, que contem etanol de acido acético
(SWINGS; DE LEY, 1981).

Pelo dendrograma de similaridade foi possivel observar uma similaridade
arbitraria de 65% e a formacéo de 3 grandes grupos (clusters) sendo que a maioria
dos isolados pertenceram a respectiva amostra de isolamento M1, M2 e M3 (Figura

1). Apenas o isolado KGC13 que foi isolado da M1, agrupou com os isolados da M3
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(Figura 1). E possivel observar também pelos pontos de bifurcacdo do dendrograma

gue os isolados mais diversos foram da M1 com formac&o de 3 subgrupos e do
agrupamento do isolado KGC13 com os isolados da amostra M3. A partir desta
avaliacdo bioguimica dos isolados € possivel supor que houve uma variacdo na

composicao das bactérias em cada amostra.

Ja foi observado que pode haver grande variacdo na composicdo microbiota
associada a kombucha sendo dependente de fatores fisico-quimicos e também da
origem deste probiéticos (NEFFE-SKOCINSKA et al. 2017). Assim o mesmo foi
detectando nas diferentes fontes de mae-de-kombucha testadas, que foram
cultivadas no estado de Goias, onde foram detectada diferenca na capacidade

metabdlica das bactérias e consequentemente uma variagdo genética intrinseca.

Figura 1 Dendrograma de similaridade a partir dos dados bioquimicos, utilizando
UPGMA e o coeficiente de Jaccard pelo software NTSYs (versao 2.1) de isolados
bacterianos obtidos de 3 amostras de kombucha (M1, M2, M3) cultivados no estado

de Goias.
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Consideracfes Finais

Foi possivel o isolamento de 55 bactérias com caracteristicas de bactérias

acidas em trés amostras de kombucha cultivadas em Goias.

Pelas caracterizacbes bioquimicas foram observadas similaridade de 65%
entre isolados, sendo que a maior diversidade metabdlica foi obtida para a amostra

M1 seguida da amostra M2 e menor variabilidade entre os isolados da amostra M3.

O isolado KGC13 se destacou do restante pela capacidade de producdo de

acido sendo promissora para estudos de compostos acidos.

Ainda as bactérias isoladas serdo utilizadas para estudos posteriores de
caracterizacdo genética.
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