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Resumo

A contaminacdo de alimentos por microrganismos € causa comum de
doencas e mortes em todo o mundo. Diante disso, novos produtos para
controlar o desenvolvimento microbiano em alimentos estdo sendo
pesquisados, como o cha kombucha. A possivel capacidade antibacteriana
do kombucha esta relacionada ao conteudo polifendlico presente na bebida.
Dessa forma, esse estudo buscou avaliar a acdo antimicrobiana do
kombucha e sua associa¢cdo com sorbato de potassio, conservante quimico
amplamente utilizado. Para isso, a concentracdo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) do kombucha e do sorbato de
potassio foram determinadas para bactérias de interesse em alimentos. A
partir da CIM do kombucha para cada microrganismo, sua associagcdo com
sorbato de potéassio foi testada pelo método de Checkerboard. A interagédo
das substancias foi analisada através do céalculo da concentragdo inibitoria
fracionada (CIF) considerando os valores menores ou iguais a 0,5 indicativos
de sinergismo. Foram observadas interacdes sinérgicas em todas as
combinacgdes para as bactérias testadas, demonstrando que a concentracéo
do sorbato de potéssio foi reduzida quando utilizado em associagdo com o
kombucha, proporcionando o uso de menor concentracdo para um mesmo
efeito inibitorio.

Introducao

O controle da contaminac¢do por microrganismos é um desafio na producao
de alimentos seguros. A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos
vem aumentando de modo significativo em nivel mundial. No Brasil, de 2007
a 2016, ocorreram 6.848 surtos de doencas transmitidas por alimentos, com
121.283 doentes, 17.517 hospitalizacbes e 111 6bitos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016). Nesse sentido, visando combater esses microrganismos,

- Universidade FUNDACAO <y "
YXUEM 2 ek Y parana
7 SRt Ao g R cowmososmoo




27° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 2 e 3 de outubro de 2018

7° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica JUnior

mais foco esta sendo dado aos potenciais terapéuticos de substancias
tradicionais, dentre eles o cha kombucha. Estudos sugerem que, devido ao
seu conteudo polifendlico, o kombucha pode ser usado como um potente
antibacteriano contra infeccées causadas por bactérias enteropatogénicas.
Em contrapartida, o sorbato de potassio € um conservante de alimentos
extensamente utilizado em todo o mundo. No entanto, visto que o consumo
excessivo de conservantes quimicos pode ter efeitos danosos a saude, uma
estratégia para diminuir seu uso mantendo a seguranca microbiologica dos
alimentos é a sua associagdo com substancias naturais. Dessa forma, esse
trabalho buscou avaliar o possivel efeito antibacteriano de um composto
natural, kombucha, e de um conservante quimico, o sorbato de potassio em
bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos.

Materiais e métodos
Isolados bacterianos

Nesse estuado, foram utilizadas as espécies Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella enterica sorotipo Typhimurium (ATCC 14028), Aeromonas
hydrophila (ATCC 7966), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC 11778).
Também foram avaliados isolados bacterianos das espécies Salmonella
enterica sorotipo Enteritidis, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila
e Escherichia coli provenientes de diversos tipos de alimentos.

Determinagdo da concentragdo inibitoria minima e da concentragdo
bactericida minima do Kombucha e do sorbato de potassio

A concentragdo inibitdria minima foi determinada utilizando o método de
microdiluicdo de acordo com o estabelecido pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). O kombucha e o sorbato de potassio foram
diluidos em microplaca de 96 pocos contendo Caldo Mueller Hinton. Em
cada cavidade da microplaca, foram inoculados 10upl das suspensdes
bacterianas padronizadas. A CIM foi definida como a menor concentragéo
dos compostos necessaria para inibir o crescimento bacteriano. Para
determinar a CBM, 10yl dos poc¢os onde n&o houve crescimento bacteriano
foram semeados em meios de cultura especificos para cada bactéria e a
CBM foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

Avaliacdo da combinagéo entre Kombucha e sorbato de potéssio

Para avaliar o efeito sinérgico entre o kombucha e o sorbato de potassio
frente as diferentes bactérias, realizou-se a técnica de micro diluicdo
modificada para o ensaio de Checkerboard segundo PILLAI et al. (2005).
Para a interpretacdo do sinergismo entre os dois compostos utilizou-se o
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calculo do somatoério da concentracdo Inibitéria Fracionada, através da
seguinte equagao:

CIF = (C”\/l(;K+ ClMK) + (C|Mcs+ C|Ms)

Sendo:

CIF: Concentragéo inibitoria fracionada

CIMck: Concentracao inibitéria minima combinada do kombucha

CIMk: Concentracgéo inibitoria minima do kombucha

CIMcs: Concentracao inibitéria minima combinada do sorbato de potassio
CIMs: Concentracgdo inibitoria minima do sorbato de potassio

Resultados e Discussao

Os valores obtidos para as concentragbes inibitorias minimas e
concentracfes bactericidas minimas do kombucha e sorbato de potassio
frente aos isolados bacterianos testados sdo mostrados na tabela 1. Os
valores de CIM obtidos foram utilizados essencialmente para os testes de
Checkerboard subsequentes.

bactericidas
as espécies

Tabela 1: ConcentragBes inibitérias e concentracdes
minimas do cha kombucha e sorbato de potassio para
analisadas

Bactéria Kombucha* Sorbato de potassio
CIM(%) CBM(%) | CIM(mg/ml) | CBM(mg/ml)
S. enterica sorotipo | 25 50 10 40
Typhimurium )
A. hydrophila ) 25 50 10 na
E. coli 25 50 10 40
P. aeruginosa (p 25 50 40 na
S. aureus (p) 25 50 160 320
B. cereus (p 25 50 40 na
S. enterica sorotipo | 25 50 20 40
Enteritidis ¢
A. hydrophila g 25 50 10 40
E. coli 25 100 10 40
S. aureus g 50 100 160 320

*Todos os resultados foram estimados em relagdo a concentragéo do cha puro (100%)
P: Cepa padréo (ATCC)
I: Isolado de alimento

na: ndo avaliado

Os resultados da combinacdo do chd kombucha e sorbato de potassio frente
aos isolados bacterianos testados sdo mostrados na tabela 2. Em todos os
casos, a CIF da interacédo foi < 0,5, comprovando assim seu efeito sinérgico
(CIF=<0,5).
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Tabela 2: Valores de CIM do kombucha e sorbato de p otassio
individualmente e em combinacéo e CIF da interacéo das substancias

Kombucha* Sorbato de
potassio
Bacteria CIM | CiMe CIM CIMe CIF | Interacao

(%) | (%) | (mg/ml) | (mg/mi)
S. enterica sorotipo | 50 125 |20 5 0,5 | Sinérgica
Typhimurium )
A. hydrophila @ 25 6,25 |10 2,5 0,5 | Sinérgica
E. coli (p) 100 |25 10 2,5 0,5 | Sinérgica
P. aeruginosa () 100 |25 80 5 0,31 | Sinérgica
S. aureus ) 100 |25 160 2,5 0,27 | Sinérgica
B. cereus ) 25 6,25 |80 20 0,5 | Sinérgica
S. enterica sorotipo | 50 6,25 |20 2,5 0,26 | Sinérgica
Enteritidis
A. hydrophila g 25 6,25 |10 2,5 0,5 | Sinérgica
E. coli ¢ 100 125 |20 5 0,38 | Sinérgica
S. aureus 50 12,5 | 160 10 0,31 | Sinérgica

*Todos os resultados foram estimados em relagdo a concentragéo do cha puro (100%)
P: Cepa padrédo (ATCC); I: Isolado de alimento
CIMc: Concentracao inibitéria minima na combinagéo

Conclusbes

Esse resultado demonstra que a concentragcdo do conservante sorbato de
potassio foi reduzida quando utilizado em conjunto com o kombucha,
proporcionando o uso de menor concentragdo para um mesmo efeito
inibitorio.
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