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Isolamento e Caracterizacao de bactérias do acido latico isoladas da
Kombucha

Isolation and characterization of lactic acid bacteria isolated from
Kombucha

1Savio Dias Sousa; ?Regineide Xavier Santos.

RESUMO: kombucha é uma bebida fermentada aerdbica e estatica, adocada por
sacarose, contendo uma cultura de bactérias do acido latico, acético e leveduras. Essa
rica composicdo, possui propriedades capazes de atuar de forma benéfica ao
hospedeiro. Tendo em vista, que a kombucha vem sendo promissora em diversos
estudos, este trabalho teve por objetivo prospectar microrganismos da kombucha com
potencial antagbnico para montar uma biblioteca no intuito de serem aplicadas em
futuras pesquisas para selecdo de potenciais probioticos. A partir de trés kombuchas
comerciais foi realizada caracterizacao fenotipica, teste de Gram, teste de producéo e
gas e posteriormente houve o congelamento das cepas isoladas. Como resultado, este
estudo obteve 12 cepas isoladas e alocada em uma biblioteca de microrganismos, com
caracteristicas de bactérias acido latico. Este estudo comprovou que de fato, a
kombucha é um preparado fermentado rico em bactérias, e as cepas extraidas serdo
testadas futuramente contra o fungo Sporothrix brasiliensis.

Palavras-chave: biblioteca de microrganismos, isolados de kombucha, potencial
probidtico.

ABSTRACT: Kombucha is an aerobic, static fermented beverage, sweetened by
sucrose, containing a culture of lactic and acetic acid bacteria and yeast. This rich
composition has properties capable of acting beneficially to the host. Considering that
kombucha has been promising in several studies, this work aimed to prospect kombucha
microorganisms with antagonistic potential to assemble a library in order to be applied in
future research for the selection of potential probiotics. From three commercial
kombuchas, phenotypic characterization, Gram test, production and gas test were
carried out and later the isolated strains were frozen. As a result, this study obtained 12
strains isolated and allocated in a library of microorganisms, with characteristics of lactic
acid bacteria. This study proved that, in fact, kombucha is a fermented preparation rich
in bacteria, and the extracted strains will be tested in the future against the fungus
Sporothrix brasiliensis.
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1- INTRODUCAO
Estudos recentes apontam a microbiologia de alimentos e bebidas fermentadas

como fortes candidatos no combate a patégenos humanos e nao humanos. O objeto de
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andlise deste estudo é a Kombucha ou SCOBY, uma bebida feita por fermentacéo
aerdbica e estética, adogada por sacarose, composta por bactérias do acido acético,
bactérias do acido latico e leveduras. Além das bactérias, analises quimicas da
Kombucha mostraram a presenca de varios acidos organicos, como 0 acético,
glucdnico, L-lactico e oxalico, vitaminas, minerais anions e compostos polifendlicos;
somando o conjunto complexo simbiético (ZIEMLEWSKA, et al., 2021).

Sendo muito conhecida como uma bebida funcional tendo em vista as
propriedades que a complem, capazes de oferecer protecdo antibacteriana,
antioxidante, hepatoprotetoras, antidiabética, anti-inflamatéria e anticancerigena
(BARBOSA, et al., 2022). Haja visto 0 exposto, o presente trabalho tem por objetivo
prospectar microrganismos da kombucha com potencial probidtico para montar uma
biblioteca no intuito de serem aplicadas em futuras pesquisas para selecéo de potenciai

antagonico.

2- MATERIAL E METODO

Para a bioprospeccdo de bactérias laticas foram utilizados trés tipos de
kombucha comercial com sabores diferentes encontradas em lojas de especiarias na
cidade de Vitéria da Conquista — Ba. Para o isolamento das bactérias do acido latico —
BAL'’s foi utilizado o meio de cultura MRS. Os isolamentos das BAL'’s foram através de
diluicbes seriadas de aliquotas da Kombucha em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%)
onde foram ativadas o0 seu crescimento em tubos de ensaios contendo 5ml de MRS
liquido, incubados por 48 horas, ap6s o crescimento foram plaqueadas em meio MRS
sélido e incubados por 48 horas a 30°C.

A partir do crescimento dos isolados com aspectos morfologicos diferentes, no
intuito de caracterizar-los fenotipicamente, esses isolados foram submetidos ao teste de
Gram para selecionar bactérias Gram-positivas, verificou-se morfologicamente quanto
ao formato de cocos e bacilos. No entanto, para avalid-los fisiologicamente e
bioquimicamente os isolados foram submetidos ao teste de CO2, incubados em caldo
MRS com tubos de Durham invertidos por 5 dias a 30°C, a fim de diferenciar os isolados
homofermentativos e heterofermentativos. Por fim, os isolados foram catalogados e
preservados em duplicatas em freezer a uma temperatura de -18°C para posterior

utilizacéo.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os resultados obtidos os quatros isolados da kombucha 01
apresentaram caracteristicas fenotipicas semelhantes quanto a coloragéo, as bordas

variaram do redondo circular ao irregular, sendo perceptivel também elevacao concava
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e baixa comum aos isolados, a textura desses isolados também nado apresentou grande
variacdo. Os isolados K1-1 e k1-7 sdo semelhantes quanto a morfologia, porém em
outros testes se diferenciam.

As cinco cepas (k2-1; k2-2; k2-3; k2-4 e k2-5) da kombucha 02 apresentaram

variacdo de coloracdo, suas bordas pouco variaram de redondo circular a irregular, no
entanto a maioria dos isolados apresentaram uma elevacédo baixa, exceto o isolado k2-
1. Quanto a textura pode-se notar uma maior predominancia de BAL’s opacas com
apenas dois isolados com textura brilhosa. Do mesmo modo, nos isolados da kombucha
03 suas caracteristicas fenotipicas foram semelhantes, apenas uma diferenciacdo
guanto a textura do isolado k3-3, assim como ocorreu ha kombucha 01, ndo consiste de
ser 0 mesmo isolado devido em outros resultados fisiolégicos e bioquimicos se

diferenciaram um dos outros, de acordd com a tabela 1.

TABELA 1: caracterizacao fenotipica

ISOLADO COR BORDA ELEVACAO TEXTURA
K1-1 Bege Redonda/Circular Cbncava Opaca/Cremosa
KOMBUCHA K1-3 Bege/Creme Irregular Baixa Brilhante
1 K1-4 Bege Redonda Baixa Brilhante
K1-7 Bege Redonda/Circular Cbncava Opaca/Cremosa
K2-1 Branca Redonda/Circular Céncava Leitosa/Brilhante
K2-2 Creme Redonda/Circular Baixa Brilhante
KOMBUCHA K2-3 Marrom claro Irregular Baixa Opaca com um ponto
2 marrom no centro
K2-4 Bege Irregular Baixa Opacaltransparente
K2-5 Marrom escuro Irregular Baixa Opaca
KOMBUCHA K3-1 Branca Redonda/C?rcuIar Cobncava Cremosa/Br?Ihante
3 K3-2 Branca Redonda/Circular Céncava Cremosa/Brilhante
K3-3 Branca Redonda/Circular Cbncava Opaca/Cremosa

Fonte: autor, 2022

Apés serem submetidas a caracterizagdo fenotipica, foi realizado o teste de
Gram no intuito de verificar se as cepas encontradas sdao ou ndo bactérias do acido
latico. De acordo com o teste de Gram todos os isolados das trés kombuchas
apresentaram aspectos morfolégicos cocos e/ou bacilos e o0 Gram de todas as cepas
foram positivos. Quanto ao teste de producédo de gas, os isolados da kombucha 01 e 03
séo classificados como homofermentativas. Enquanto apenas o isolado k2-1 e k2-3 da
kombucha 02 foram homofermentativos, sendo desse modo todas as cepas isoladas da

kombucha 02 heterofermentativas, conforme a tabela 2.

TABELA 2: teste de Gram e teste de producédo de gés

TESTE DE GRAM TESTE DE PRODUCAO DE GAS
ISOLADO FORMATO GRAM HOMOFERMENTATIVA HETEROFERMENTATIVA
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K1-1 Cocos Positivo X
KOMBUCHA K1-3 Bacilos Positivo X
1 K1-4 Cocos bacilos = Positivo X
K1-7 Cocos bacilos Positivo X
K2-1 Bacilos Positivo X
K2-2 Cocos bacilos Positivo X
KOMBZUCHA K2-3 Cocos bacilos Positivo X
K2-4 Cocos bacilos = Positivo X
K2-5 Cocos bacilos Positivo X
K3-1 Cocos bacilos Positivo X
KOMBSUCHA K3-2 Cocos bacilos Positivo X
K3-3 Cocos bacilos Positivo X

Fonte: autor, 2022

Os resultados apontam que todos os outros isolados podem ser considerados
BAL’s, com excecdo das cepas k2-2, k2-4 e k2-5 da kombucha 02 podendo ser
bactérias do acido acético, em virtude de o preparado de kombucha possuir um amplo
espectro de microrganismos em sua composicao e as cepas serem heterofermentativas.
O objetivo proposto inicialmente foi alcangado, tendo em vista que a biblioteca de
microrganismos foi montada a partir dos 12 isolados obtidos das trés kombuchas. Os
microrganismos foram preservados e catalogados em duplicata e armazenados em

freezer a uma temperatura de -18°C para possivel utilizag&o futura.

4- CONCLUSOES
A Kombucha se torna atualmente um campo de estudo em énfase devido a alta
incidéncia de bactérias do &cido latico, sendo capaz de combater e prevenir patologias.
Objetiva-se aplicar essas cepas em teste de antagonismo contra o fungo Sporothrix

brasiliensis, fungo causador da doenca esporotricose em cées e gatos.
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