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Resumo: O kombucha é amplamente utilizado no mundo por ter efeitos benéficos para saude. Vérias
bactérias 4cidas ja foram identificadas e estdo presentes entre 0s microrganismos associados no
kombucha. O presente estudo teve como objetivo isolamento e caracterizagdo bioquimica de
bactérias acidas do género Gluconacetobacter, em trés diferentes matrizes de kombucha. Para
isolamento foram utilizados meios GYC e LGI-P e obtidos 55 isolados: 12 de M1 (KGC) 23 de M2
(KGL) e 20 de M3 (KCC). Os testes bioguimicos em placa avaliaram a capacidade de crescimento em
diferentes fontes e presenca de enzimas (proteases, lipases, amilases). A partir dos dados foi
construido um dendrograma de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard através do software
NTSYs. Todos os isolados testados foram considerados como bactérias acidas pelo crescimento no
meio AAM. Foi estimado uma similaridade de 70% entre os isolados e 3 clusters foram formados
sendo este agrupamento relacionado com a amostra utilizada para o isolamento. M1 teve maior
diversidade, seguida da M2 e M3 com menor variagdo metabdlica. Foi possivel isolar e observar
variabilidades metabdlicas de acordo com a amostra. A partir destas observagdes outros estudos sdo
necessarios para caracterizar efetivamente a funcéo destas na atuagdo metabdlica da producao do
pré-biotico kombucha.
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Introducao

O kombucha €& uma bebida fermentada a base de cha, de baixo teor
alcodlico, considerada como pro-bidtica, utilizada culturalmente ha centenas de anos
em todo o mundo, sendo originario da China (BLANC, 1996; BHATTACHARYA et al.
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2013). O kombucha €& consumido pela populacdo para o tratamento de varias
doencas. (BHATTACHARYA et al. 2013; ALOULOU et al.,, 2012). Os efeitos
benéficos para a saude tém sido correlacionados com a atividade antioxidante de
compostos presentes no kombucha (MALBASA et al., 2011).

A fermentacdo do kombucha é promovida pela presenca de bactérias e
leveduras associadas sob condi¢des anaerdbicas o que leva a produc¢do uma bebida
adocicada e carbonatada, levemente acida como resultado dos compostos
produzidos pela cultura simbidtica dos microrganismos (MALBASA et al., 2011;
MARSH et al., 2014).

A associacdo de bactérias e leveduras, no kombucha, produz um biofilme
gelatinoso, denominado de mae-de-kombucha, sendo que este tem como base a
presenca de celulose bacteriana microcristalina. As bactérias predominantes no
kombucha ja foram identificadas como pertencentes a familia Acetobacteriaceae,
conhecidas como bactérias acidas (JOHNSY et al.,, 2005; MARSH et al., 2014,
GOMES et al., 2018).

Um dos géneros mais estudados das bactérias é&cidas é o
Gluconacetobacter, pois possui importantes aplicagcdes industriais, como por
exemplo, a capacidade de conversao oxidativa de sorbitol a sorbose, que é um
intermediario importante na producdo da vitamina C (SPINOSA, 2002). Estas
bactérias possuem caracteristicas proprias como capacidade de produzir
exopolissacarideos (EPS), como a celulose, e a presenca de enzimas como alcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase (MACAULEY et al., 2001;
KLAWPIYAPAMORNKUN; BOVONSOMBUT e BOVONSOMBUT, 2015). Possui
ampla utilizacdo comercial, ja conhecida, na elaboracéo de produtos farmacéuticos e
em alimentos (KLAWPIYAPAMORNKUN; BOVONSOMBUT e BOVONSOMBUT,
2015, GOMES et al., 2018). Vérios fatores podem influenciar na composi¢do dos
compostos produzidos durante a fermentacdo do kombucha como temperatura e pH
de cultivo, e também a microbiota associada, que é a responsavel pela maioria dos
produtos formados (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Desta forma é esperado uma

variagdo quanto a composicdo de bactérias dependendo da matriz utilizada e do
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local de origem além dos outros parametros fisicos para a fermentacdo do

kombucha.

Assim este trabalho objetivou isolar e caracterizar bactérias com
caracteristicas acidas do género Gluconacetobacter de trés amostras de kombucha
cultivadas no estado de Goias.

Material e Métodos

Obtencdo dos isolados/amostras: Trés matrizes de kombucha de
diferentes procedéncias foram obtidas comercialmente (M1, M2 e M3) e cultivadas
em chéa preto contendo aclcar (50g L) para obter o crescimento das coldnias.
Foram cultivadas durante 10 dias e o sobrenadante (1 mL) da cultura foi coletado. A
aliquota coletada foi inoculada nos meios GYC e meio LGI-P (HUNGRIA; SILVA,
2011), e as placas foram incubadas entre a 28 °C por até 7 dias para observar o
crescimento de colbnias. Apés o crescimento, as colénias bacterianas de cada
amostra foram coletadas e mantidas em meio liquido GY em glicerol (30%) estéril, e
mantidas em freezer, para as avaliacdes posteriores.

Caracterizacdo bioquimica: Os isolados foram avaliados bioquimicamente
guanto a capacidade de crescimento em testes em placas com fontes de carbono
(acido acético, frutose, inositol, acido maleico, trealose, glicerol, sorbitol, arabinose)
gue sao adicionados assepticamente (SHARAFI; RASOOLI e BEHESHTI-MAAL,
2014). Também foram utilizados testes em placas para a deteccédo da presenca de
enzimas (proteases, lipases, amilases) segundo Cattelan (1999) e avaliados a
producdo de &cido em meio GYC, que contem célcio. Utilizando este meio foi
avaliada a capacidade de solubilizacdo do célcio pelo indice de solubilizacao (IS). O
IS foi calculado utilizando as medidas do diametro em cm do halo claro, formado
pela solubiliza¢do do célcio, e o diametro da colonia.

Andlise dos dados: Para a analise dos dados obtidos os resultados foram
convertidos em uma matriz binaria (0 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 os ensaios

foram realizados em triplicata
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Foram isoladas um total de 55 bactérias referentes as trés diferentes

matrizes utilizadas, sendo 12 bactérias a partir de M1 (designadas como KGC), 23
bactérias obtidas a partir de M2 (KGL), e 20 da matriz M3 (KKG).

O teste basico para considerar as bactérias pertencentes ao grupo de
bactérias acidas foi o crescimento em meio GYC (SANTOS, 2016) onde foi
observado o surgimento de halos em torno das colonias dos isolados bacterianos.
Este halo € esperado, pois estas bactérias exsudam &cidos, principalmente acido
acético, que solubiliza o hidréxido de calcio e torna o meio limpido, sendo uma das
caracteristicas esperadas para as bactérias acidas do género Gluconacetobacter.
Dentre as bactérias acidas ja observadas em kombucha hd um predominio dos
géneros Acetobacter e Gluconacetobacter (GOMES et al., 2018). A diferenga entre
estas duas bactérias esta principalmente em seu metabolismo onde se destaca a
capacidade de utilizar lactato (SWINGS; DE LEY, 1981).

Foi ainda realizado teste de presenca de lactose, pelo meio MacConkey,
com resultado positivo para todos os isolados das amostras KGL e KGLB, e
resultado negativo para todos os isolados KGC indicando que as bactérias podem
ter outra estratégia metabdlica e ndo ser dos géneros esperados. O género
Acetobacter ndo possui a capacidade de utilizar alguns agucares como trealose e
lactose (SWINGS; DE LEY, 1981; KADERE et al. 2008). Assim foi observado que em
8 isolados (KGC-1, KGC-2, KGC-3, KGC-4, KGC-, KGC-11, KGC-15, KGC-16), ndo
houve crescimento em trealose, o que pode indicar que estas bactérias possam ser
do género Acetobacter. A classificacdo das bactérias isoladas de kombucha, como
acidas, foi obtida a partir do crescimento em meio AAM que utiliza acido acético e
etanol como fontes de carbono indicando que todas apresentam metabolismo acido
(SWINGS; DE LEY, 1981; KADERE et al. 2008). Mas a classificagéo definitiva destes
isolados devera ser realizada a partir de outros testes bioquimicos, como avaliar a
producédo de acido acético e acido glucurbnico e caracterizacao genética.

As caracteriza¢fes bioquimicas foram realizadas para os 55 isolados obtidos

das 3 matrizes de 15 diferentes meios de cultivo. Através dos resultados foi possivel
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diferenciar as bactérias quanto ao metabolismo. O meio LGI-P é meio semi-seletivo
para Gluconoacetobacter, e o meio Carr e AAM é seletivo para bactérias acidas,
assim com o meio GYC e que tem a finalidade de detectar bactérias 4cidas como as
da familia Acetobacteriaceae, com formacao de um halo claro ao redor das colénias,
indicando a solubilizacdo do calcio por meio da liberagdo de compostos acidos no
meio.

A determinacdo capacidade de formacdo de acido e solubilizacdo do
carbonato de calcio foi obtida para 35 isolados das amostras M1 e M2 sendo que o0s
isolados da M3 nao apresentou capacidade de formar halo. A partir dos isolados que
formaram halo de solubilizacdo foi estimado o indice de solubilizacdo (IS), expresso
pela relacdo do diametro médio do halo de degradacdo e o didametro médio da
colonia em cm (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975) (Tabela 1).

Todos os 35 isolados testados apresentaram indices de solubilizacdo de
célcio, sendo que a média geral dos indices dos 12 isolados KGC (M1) foide 1,6 e a
média dos 23 isolados KGL foi um pouco superior de 1.9. Estes resultados indicam
gue as bactérias tem um comportamento semelhante em relacdo a esta
caracteristica indicando que podem ser da mesma familia bacteriana, mas outros
testes serdo realizados para confirmar esta hipétese. Entre os isolados da amostra
M1 o maior IS foi observado para o isolado KGC 5 (IS=2), e 0 menor para 0S
isolados KGC15 e KGC 24 com IS de 1,44. Ja os isolados da amostra M2, 43% dos
isolados apresentaram IS = a 2 sendo que para o isolado KGL-7 foi observado o
maior IS de 2,25. Por estes dados ja € possivel indicar que os isolados das duas
amostras tém diferencas quanto a atividade enziméaticas de liberacdo de compostos
acidos para a solubilizagcdo de calcio do meio GYC, indicando uma diferenca

metabdlica da amostragem populacional bacteriana nas duas amostras avaliadas.
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Tabela 1 — indice de solubilizagZio 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-1 1,86 KGL-6 2,22 |KGL-35 2,10
KGC-2 1,71 KGL-7 2,25 KGL-36 1,82
KGC-3 1,71 KGL-8 1,90 |KGL-37 1,20
KGC-4 1,63 KGL-9 2,00 |[KGL-38 1,64
KGC-5 2,00 KGL-10 2,22 |KGL-39 2,00
KGC-11 1,33 KGL-21 2,00 KGL-40 1,80
KGC-15 1,44 KGL-22 2,00 KGL-41 2,00
KGC-16 1,56 KGL-23 1,82 KGL-42 2,20
KGC-17 1,63 KGL-24 1,73 KGL B-5 2,10
KGC-22 1,56 KGL-25 1,82 KGL B-41 1,60
KGC-23 1,30 KGL-26 2,00 KGL B-42 1,55
KGC-24 1,44 KGL-34 1,80

IS = indice de solubilizag&o obtido entre o diametro do halo formado sobre o didmetro da colbnia,
Fonte: A autora deste trabalho, 2018.

A partir dos dados obtidos foi realizada a analise de agrupamento e estimada
a similaridade entre as 55 bactérias isoladas das 3 amostras de kombucha (Figura
1). Por esta analise e utilizando arbitrariamente 70 % de similaridade foram
identificados 3 grupos ou clusters mais similares e que houve uma influencia da
fonte de isolamento, sendo observado que cada um dos grupos foi especifico quanto
a amostra utilizada (Figura 1). Pelo dendrograma foi também observado uma maior
variacdo metabdlica na amostra 1, pela presenca de pontos de ramificacdo dentro do
grupo, indicando diversidade interna (Figura 1).

Como esperado as diferentes fontes de mée-de-kombucha houve uma
diferenca na composicdo das bactérias. O mesmo foi observado por NEFFE-
SKOCINSKA et al. (2017) detectando diferencas na composicdo da microbiota
associada a kombucha variando a temperatura de cultivo e o tempo. Ha poucos
estudos avaliando diferentes amostras de kombucha quanto & composicdo de
bactérias acidas, sendo necessarios estudos destas bactérias para avaliar a

diversidade taxondmica existentes nestas diferentes fontes avaliadas.
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Figura 1 Dendrograma de similaridade a partir dos dados bioquimicos, utilizando
UPGMA e o coefiente de Jaccard pelo software NTSYs (versdo 2.1) de isolados
bacterianos obtidos de 3 amostras de kombucha (M1, M2, M3) cultivados no estado

de Goias.
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Fonte: A autora deste trabalho, 2018.

Considerac0des Finais

- Foi possivel o isolamento de 55 bactérias com caracteristicas de bactérias

acidas em trés amostras de kombucha cultivadas em Goias.
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- Pelas caracterizacGes bioquimicas foram observadas similaridade de 70%
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.

- Os isolados obtidos serdo utilizados para estudos posteriores e

caracterizacao genética.
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