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RESUMO

A Kombucha é uma bebida probidtica obtida pela fermentacdo do extrato de Camellia
sinensis e aclicares por uma cultura simbiGtica de bactérias e leveduras. E comumente
produzida de forma caseira, e associada a uma série de reivindicacfes funcionais, mas ha
poucos estudos a respeito de suas propriedades, nenhum em humanos. Sabe-se, no entanto,
que possui uma série de compostos com atividade antioxidante, além de varios
microrganismos benéficos, e que diversos perfis podem ser obtidos. Gracas a isso, a
Kombucha se torna um alvo interessante para estudos sobre o envelhecimento. Para tanto,
pode-se usar modelos animais, e a linhagem w'® de Drosophila melanogaster foi preferida
por apresentar alteracdes neuroldgicas associadas a idade. Observou-se que individuos
tratados com Kombucha tiveram uma expectativa de vida média e uma atividade motora
maiores que a de individuos ndo tratados. Nao houve diferenca significativa na fertilidade dos
grupos, e indices satisfatorios de atividade antioxidante foram observados in vitro. A
Kombucha pode e deve, portanto, ser melhor estudada a fim de se caracterizar mais

detalhadamente sua atividade antienvelhecimento.

PALAVRAS-CHAVE: Kombucha; envelhecimento; Drosophila melanogaster.
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1. INTRODUCAO

A Kombucha, comumente produzida de forma caseira, € definida pela Instrucdo
Normativa (IN) N° 41/2019 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
como “a bebida fermentada obtida através da respiracdo aerobia e fermentacdo anaerdbia do
mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e agucares por cultura simbidtica de
bactérias e leveduras microbiologicamente ativas”, que deve ter o pH entre 2.5 e 4.2 e pode
ter adicdo de frutas ou outros vegetais antes da etapa de fermentacao. Diversas receitas podem
ser encontradas em comunidades dedicadas a divulgacdo da bebida, e sdo frequentemente
acompanhadas de reivindicagdes funcionais legalmente impedidas de constar em rotulos de

Kombucha comercial (IN N° 41/2019 MAPA).

Os primeiros registros do consumo de Kombucha indicam sua origem na China, na regiéo
da Manchuria, por volta do ano 220 antes da Era Comum, quando ja se acreditava em suas
propriedades desintoxicantes. Por volta do ano 414, teria sido introduzida no Japé&o, a partir de
onde chegou a Rdssia por meio de rotas comerciais. No periodo imediatamente apés a
Segunda Guerra Mundial, foi levada para paises como Alemanha, Italia, Franca e suas
respectivas col6nias, de modo que se popularizou no Ocidente a partir da segunda metade do

século XX (JUNIOR et al., 2020; JAYABALAN et al., 2014; HARTMANN et al., 2000).

Desde entdo, a Kombucha se tornou uma bebida bastante popular em alguns nichos, e
diversas receitas podem ser encontradas em comunidades interessadas em alimentacao
saudavel. Um método de preparo comum consiste em reservar uma infusdo agucarada de cha
verde ou cha preto (Camellia sinensis) junto a uma colénia simbidtica de bactérias e leveduras
conhecida como SCOBY (do inglés, Symbiotic Consortium Of Bacteria and Yeast), por um
periodo de 7 a 14 dias (AMARASINGHE et al., 2018; TAN et al., 2020). Vale ressaltar, no

entanto, que ndo existe uma receita padréo, e que, em decorréncia disso, as caracteristicas do



produto final sdo extremamente diversas, uma vez que podem ser moduladas pelo modo de

producao.

Ainda que se trate de uma bebida milenar, existem relativamente poucos estudos a
respeito das propriedades gerais da Kombucha. No final de maio de 2022 o banco de dados
internacional PubMed retornava apenas 234 resultados brutos para a busca pela palavra-chave
“kombucha” publicados até o final de 2021, sem qualquer outro filtro aplicado. Apesar disso,
nota-se um aumento no interesse cientifico pela bebida: a partir de 2013 o nimero bruto de
publicacbes anuais foi sempre crescente, atingindo seu apice em 2021, com 61 resultados
retornados sé para agquele ano (cerca de 26% do total até entdo). Ainda assim, ndo foi possivel
localizar quaisquer estudos em humanos (Homo sapiens), e Kapp & Sumner (2019)

observaram o mesmo em uma revisao sistematica.

N&o obstante, estudos com roedores (Mus musculus e Rattus norvegicus) ja demonstraram
que o tratamento com o ch& fermentado contribui para a prevencdo e o alivio de condic¢Ges das
mais diversas, principalmente doencas cardiovasculares (BELLASSOUED et al., 2015;
LOBO & SHENOY, 2015; LOBO et al., 2017) e hepaticas (WANG et al., 2014; HYUN et al.,
2016; JUNG et al., 2018; LEE et al., 2019; CARDOSO et al., 2021). Pode-se citar também
estudos sobre diabetes (BHATTACHARYA et al., 2013; XU et al., 2022), sindrome do
intestino permeével (PAKRAVAN et al., 2019), encefalomielite autoimune (HAGHMORAD

etal., 2021) e sepse (WANG et al., 2021), todos com resultados positivos.

Entende-se que uma das causas dos efeitos profilatico-terapéuticos da Kombucha é sua
importante atividade probidtica aliada a diversidade microbiana que ha entre diferentes
amostras. Enquanto algumas pesquisas relataram maior prevaléncia de bactérias dos géneros
Gluconacetobacter, (MARSH et al., 2014; FILIPPIS et al., 2018), Acetobacter (COTON et

al., 2017; KAASHYAP et al., 2021) ou Komagataeibacter (VILLARREAL-SOTO et al.,



2020), outras apontam perfis bacterianos diferentes (REVA et al., 2015; YANG et al., 2022).
Em termos de leveduras, cada um desses estudos também apontou um perfil particular,
praticamente Unico, mas incluem-se Brettanomyces, Hanseniaspora, Starmerella e

Zygosaccharomyces entre os géneros dominantes identificados.

Apesar das diferencas observadas, parece haver um relativo consenso sobre a familia
Acetobacteraceae abranger a maioria (geralmente > 90%) das bactérias presentes no cha
fermentado (GAGGIA et al., 2018; ARIKAN et al., 2020) e no SCOBY (CHAKRAVORTY
et al., 2016; HARRISON & CURTIN, 2021), bem como a maioria das leveduras identificadas
pertence a familia Saccharomycetaceae. Vale destacar que muitos desses microrganismos sao
capazes de passar pelo sistema digestivo e colonizar o intestino, onde liberam metabolitos que
inibem microrganismos potencialmente patogénicos, contribuem para uma compensacao dos
sinais inflamatorios e favorecem um microambiente mais saudavel, constituindo-se como
probidticos com significativo potencial profilatico-terapéutico (KAASHYAP et al., 2021;

PIHUROV et al., 2021).

Essa atividade probidtica impacta diretamente na satde geral do individuo, e uma das vias
pelas quais isso ocorre € por meio do chamado eixo microbiota-intestino-cérebro, que pode
ser definido pelo conjunto de interacbes moleculares e fisioldgicas entre o trato digestivo e o
sistema nervoso central ocasionadas em parte pelos processos metabdlicos da microbiota
intestinal, que oferece compostos com importante atividade bioldgica (LIU et al., 2015;
AGIRMAN et al., 2021). Essas substancias produzidas pelos microrganismos da Kombucha,
e que tambem estdo amplamente presentes no cha fermentado, sdo a outra causa atribuivel

para os efeitos observados em cada pesquisa.

No entanto, assim como ocorre com o perfil microbiolégico, o perfil molecular da

Kombucha também pode ser extremamente variado. Diferentes estudos obtiveram diferentes



resultados a esse respeito, mas os acidos glicurénico, gluconico, D-sacarico-1,4-lactona
(DSL), ascérbico, acético, succinico, latico, citrico e galico figuram entre os identificados
(KAEWKOD et al., 2019; CARDOSO et al., 2020; DEGIRMENCIOGLU et al., 2020;
JAKUBCZYK et al., 2020; ZOU et al., 2021). Também deve-se considerar que mesmo
parametros semelhantes podem produzir perfis distintos. Cardoso et al. (2020), por exemplo,
relataram concentragfes de acido acético tdo baixas quanto 0.32 g/L, ao passo que Jakubczyk
et al. (2020) observaram valores tdo altos quanto 7.04 g/L, ambos em Kombucha produzida a

partir de cha preto, fermentada por 7 a 8 dias.

N&do obstante, sabe-se que, respeitada a diversidade de composicdes possiveis, 0s
compostos organicos presentes no cha fermentado apresentam elevada atividade antioxidante.
Ivanisova et al. (2020) relataram que Kombucha produzida a partir de cha preto apresentou
concentracdo de polifendis equivalente a cerca de 2,3 vezes a do cha in natura, e que sua
atividade antioxidante foi multiplicada por cerca de 3,8 apds a fermentacdo. Em funcédo dessas
caracteristicas, a Kombucha se torna um alvo de interesse para a avaliacdo de propriedades
terapéuticas relacionadas ao estresse oxidativo, que por sua vez € um dos principais
fendmenos bioguimicos associados ao envelhecimento e esta intimamente ligado a uma série
de condicBes classicamente associadas a idade, a exemplo das doencas de Alzheimer e de

Parkinson (YAN et al., 2013; WANG et al., 2020).

E sabido que o envelhecimento também é marcado por uma série de alteragdes
fisioldgicas e pela maior propensdo ao desenvolvimento de diversas doencas ou disfuncgdes,
com destaque para as cardiovasculares, neurologicas, metabdlicas e imunologicas (MARUZS
et al., 2019; LENNICKE & COCHEME, 2020; LANANNA & MUSIEK, 2020). A
Kombucha ja foi avaliada no tratamento de muitas dessas condi¢bes em modelos animais,
conforme anteriormente citado, mas foram encontrados poucos estudos que se propuseram a

avalia-las enquanto consequéncia do envelhecimento, e aqueles que o fizeram se utilizaram de
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receitas com substratos pouco usuais (LUKASZEWSKA et al., 2020; PERMATASARI et al.,
2021) ou partiram de uma perspectiva cosmética (PAKRAVAN et al., 2018; ZIEMLEWSKA

etal., 2022).

A fim de avaliar os efeitos da Kombucha sobre o estresse oxidativo e o envelhecimento,
pode-se utilizar modelos animais como a Drosophila melanogaster, também conhecida como
mosca do vinagre ou mosca das frutas. Trata-se de um organismo modelo com baixo custo de
manutencdo, ciclo de vida curto, genoma compacto ja mapeado e facil manejo (PALUFF et
al., 2017; CHA et al., 2019). Atualmente é empregada em estudos de multiplas areas, e
diversas linhagens foram desenvolvidas para esse fim (PANCHAL & TIWARI, 2019; YI et
al., 2021; CHAOUHAN et al., 2022). Apesar disso, até onde foi possivel averiguar, ndo
existem estudos publicados que se utilizam de D. melanogaster como modelo para avaliacdo

da Kombucha.

Para ser empregada no referido estudo, chama atengdo a linhagem w8 que apresenta
perda da pigmentacdo vermelha tipica dos olhos devido a uma mutacdo espontanea no gene
white. Sabe-se que essa mutacdo produz também efeitos relacionados a alguns atributos
neuroldgicos e ao processo de envelhecimento da mosca. Vale citar: degeneragdo progressiva
da retina associada a idade (FERREIRO et al., 2018), dificuldade de formacdo de memoria
olfativa, possivelmente relacionada a uma homeostase disfuncional do colesterol (MYERS et
al., 2021), e um padrédo de deslocamento e locomocao mais constante em relagdo as linhagens
propriamente selvagens (QIU & XIAO, 2018; XIAO & QIU, 2021), alem de recuperacao
acelerada apos anoxia (QIU et al., 2017; XIAO & ROBERTSON, 2017). Essas caracteristicas

contribuem para tornar o modelo téo interessante e adequado ao estudo do envelhecimento.

Quando se considera o impacto do envelhecimento a nivel individual e a dificuldade em

se tratar uma parcela significativa dos elementos relacionados a ele, urge buscar por maneiras



eficazes de preveni-los e remedia-los. Nesse cenario, os produtos fermentados oferecem
campo fértil para pesquisas, e entre eles a Kombucha se mostra particularmente promissora
por ser ja um alimento popular e ndo contar com derivados do leite, restritos a uma parcela da
populagéo (SZILAGYI & ISHAYEK, 2018). Isso posto, este estudo se prop0s a avaliar a
eficacia da Kombucha na melhoria da qualidade de vida durante o envelhecimento. Apesar de
0 modelo utilizado ndo ser vertebrado, a homologia entre a fisiologia humana e de D.
melanogaster confere relevancia ao estudo, e espera-se que o0s resultados obtidos contribuam

positivamente na qualidade de vida de todos que tomarem conhecimento deles.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antienvelhecimento da Kombucha em D. melanogaster.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se o pH da Kombucha utilizada se enquadra nos padrées normativos;

e Avaliar se o consumo crénico de Kombucha interfere na longevidade da linhagem
w8 de D. melanogaster;

e Avaliar se 0o consumo cronico de Kombucha interfere nas capacidades motoras
(habilidade de escalada) da linhagem w''!8 de D. melanogaster;

e Auvaliar se o consumo crénico de Kombucha interfere na fertilidade e na taxa de
eclosdo da linhagem w!'!8 de D. melanogaster;

e Awvaliar a atividade antioxidante in vitro da Kombucha.
3. MATERIAL E METODOS

3.1. PREPARO DA KOMBUCHA

O método de preparo da Kombucha foi baseado no protocolo descrito por Urrutia et al.

(2021), com modificacOes, e se assemelha a muitas receitas popularmente difundidas. Para a
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primeira etapa do processo, foram preparados 1,8 L de infusdo de cha verde (Camellia
sinensis) contendo acUcar de cana a 100 g/L. Toda a infuséo foi filtrada com algodao hidréfilo
e acondicionada em recipientes de vidro contendo, cada um, um SCOBY e 0,2 L de
Kombucha ja pronta, utilizada como iniciador (10% do volume final), obtidos a partir de um
mesmo cultivo caseiro. Por 168 horas, os recipientes foram mantidos abertos, cobertos apenas

por um tecido voil, a fim de permitir que seu conteido permanecesse em condic¢des aerdbias.

Passado esse periodo, iniciou-se a segunda etapa: 1,8 L do liquido obtido foram
acondicionados em garrafas de vidro previamente esterilizadas por meio de autoclavagem e
adicionadas de 200 gramas de banana (Musa acuminata x Musa balbisiana) madura picada.
As garrafas foram entdo fechadas e lacradas, de modo a estabelecer condi¢Ges anaerdbias em
seu interior. Apos 72 horas, foram resfriadas e mantidas a cerca de 6 °C até a utilizacdo de seu
contetdo. A Kombucha obtida apds esses procedimentos foi denominada, para fins
experimentais, “Kombucha integral” (KI), e possui todos 0s microrganismos e compostos

biologicamente ativos produzidos durante o preparo.

Para obtencdo de um tratamento que apresentasse a mesma composi¢do biogquimica da
Kombucha e um teor reduzido de microrganismos em suspensao, aliquotas de Kombucha
Integral foram coletadas em tubos Falcon de 15 ml e de 50 ml e centrifugadas por 10 minutos
a 2400 rpm imediatamente antes do uso. O pellet formado foi desprezado, e o sobrenadante
foi entdo coletado e utilizado nos experimentos, de modo que foi denominado, para fins

experimentais, “Kombucha centrifugada” (KC).
3.2. ANALISE DO pH DA KOMBUCHA

No inicio e no fim da temporada de experimentos uma amostra de 50 ml de KI foi
coletada em um Becker de vidro e testada com o uso de um pHmetro de Bancada com

Compensacao Automatica de Temperatura (ATC) da marca Kasvi ®, com eletrodo de plastico



com sonda de temperatura, sensivel a faixa de pH de 0 a 14, previamente calibrado com

solugdes padrdo de pH 7,0 e 4,0, em temperatura ambiente.
3.3. EXPANSAO E TRATAMENTO DE Drosophila melanogaster

As D. melanogaster da linhagem w!!!® foram obtidas a partir de matrizes adquiridas do
Bloomington Drosophila Stock Center com nimero de acesso BL#3605, e cultivadas em
frascos de vidro de 325 ml contendo cerca de 75 ml de meio de fuba (fubd 73 g/L, fermento
biolégico seco 18 g/L, farinha de soja 10 g/L, agar bacterioldgico 6 g/L) adicionado de
solucdo &cida (&cido propibnico 286,3 ml/L, &cido fosforico 85% 28,8 ml/L) e de solucdo de
Nipagin (Nipagin 100 g/L, &cido fosfdrico 85% 2 ml/L, etanol g.s.p.). Os frascos contendo as

moscas foram armazenados em estufa com fotoperiodo de 12 horas a 25 ° C.

Para realizacdo dos experimentos, moscas com idade de até 72 horas pds-eclosdo foram
coletadas, distribuidas em grupos contendo 30 individuos cada um, e acondicionadas em
frascos cilindricos de plastico transltcido de 8 cm de altura por 3 cm de didmetro. Cada frasco
continha também 1 g de meio de puré enriquecido (puré de batata em p6 Yoki 187,5 g/L,
extrato de levedura 37 g/L, glicose 23,3 g/L, Nipagin 2 g/L). O grupo controle recebeu apenas
0 meio de puré enriquecido hidratado com 5 ml de agua destilada (veiculo), enquanto 0s
grupos de tratamento receberam o meio de puré enriquecido hidratado com 5 ml de KC ou K,
respectivamente. A cada 48 horas as moscas sobreviventes foram transferidas para frascos

com meio de tratamento novo.
3.4. TESTE DE SOBREVIVENCIA

Para o teste de sobrevivéncia, as moscas foram separadas por sexo, distribuidas e tratadas
conforme descrito, em quintuplicata. A cada 48 horas, nas ocasides de troca dos frascos, 0s
individuos mortos foram manualmente contados, e 0s niumeros obtidos foram registrados em

valores de mortalidade diaria absoluta até que ndo restaram espécimes vivos.



3.5. TESTE DE ESCALADA (TESTE RING)

O protocolo de escalada foi adaptado a partir do teste Rapid Iterative Negative Geotaxis
(RING) proposto por Gargano et al. (2005). Machos foram distribuidos e tratados conforme
descrito, em triplicata. No tempo de 21 dias ap0s o inicio do tratamento, os grupos foram
alocados em frascos vazios presos a uma raque e deixados por 20 minutos em aclimatacdo em
ambiente silencioso com iluminacdo direta. Em seguida, a raque contendo os frascos foi
batida por 4 vezes contra a bancada e observada por 30 segundos. Esse procedimento foi
filmado e repetido por 5 vezes, com 1 minuto de intervalo entre cada uma. Ao final, com uso
do programa QuickTime Player ®, foi determinado o quadro exato de cada video em que a
raque estabilizou sobre a bancada. A partir desse quadro, por exatamente 8 segundos (480

quadros), foram contadas as moscas que atingiram a marca de 5 cm em cada frasco.

3.6. TESTE DE FERTILIDADE

Para o teste de fertilidade, as moscas foram distribuidas e tratadas conforme descrito, na
proporcdo de machos:fémeas igual a 1:1, em triplicata. Para a avaliagdo dos grupos sob
tratamento agudo, a exposicdo ao tratamento foi de 24h, e foi considerada a oviposicdo
realizada nesse periodo. Ja para a avaliacdo dos grupos sob tratamento cronico, a exposic¢ao ao
tratamento foi de 7 dias, com analise da oviposi¢do nas 24 horas seguintes, em meio tratado.
Apo6s remocgdo das moscas adultas, os frascos foram preservados e, ap6s 7 dias, foram
contadas as pupas formadas em cada um. Apds mais 3 dias, foram contadas as moscas
eclodidas, e calculada a razdo percentual entre o numero de moscas adultas eclodidas e o

namero de pupas formadas.

3.7. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TESTE FRAP)



A capacidade antioxidante total foi determinada a partir de um protocolo adaptado do teste
Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) proposto por Benzie & Strain (1996), que avalia a

capacidade da amostra de reduzir ions de Ferro, quantificada por espectrofotometria.

O ensaio foi realizado com o auxilio de uma microplaca de 96 pocos translicida, com
cada amostra em quadruplicata. Foram adicionados 10 uL de Kl e KC nos pocos
correspondentes e em seguida foram acrescentados 25 ul. de agua destilada e 250 uL de
reagente FRAP (10 volumes de tamp&o acetato + 1 volume de TPTZ + 1 volume de Fe"). Foi
preparada também uma curva padrdo de antioxidante Trolox e um branco, além de controles

acido ascorbico (Ac. Asc.) e 4cido galico (Ac. Gél.), ambos a 0,25 mg/mL.

Em seguida, a placa foi incubada por 6 minutos a 37 °C ao abrigo da luz, e a absorbancia
em cada poco foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de 593 nm. Apos a leitura, 0s
valores obtidos para o Trolox foram plotados de modo a se obter a equacdo da reta. A
atividade antioxidante das amostras foi estabelecida em func@o de concentracdo (umol) de
Trolox equivalente por meio do calculo a seguir, sendo A e B correspondentes a equacdo da
curva padréo, e Absamostra 0 Valor de cada amostra testada.

Absamostra - B

(uM Troloxeq) /L = y

3.8. ENSAIO DPPH

O ensaio DPPH realizado foi adaptado a partir do protocolo proposto por Sharma & Bhat
(2009), que avalia a capacidade da amostra de inibir a atividade oxidante do 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH), quantificada por espectrofotometria.

O teste foi realizado com o auxilio de uma microplaca de 96 pocos translicida, com cada

amostra em quadruplicata. Foram adicionados 75 pL de amostra (KI, KC, Ac. Asc. a 0,25
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mg/mL ou Ac. Gal. a 25 mg/mL) nos pogos correspondentes e em seguida foram
acrescentados 225 uL. de DPPH em cada um. O controle negativo foi feito com 75 uL de &gua
destilada e 225 pL. de DPPH. Também foram preparados brancos contendo 200 uL de agua e
50 uL da amostra equivalente. A placa foi ent&o incubada por 30 minutos a 30 °C ao abrigo
da luz. Em seguida, os valores de absorbancia na placa foram lidos em espectrofotdmetro no
comprimento de 517 nm. A atividade antioxidante foi estabelecida em funcéo da porcentagem
de DPPH neutralizado, por meio da formula a seguir, sendo AbScontrole- @ absorbancia do

controle negativo e Absbranco eq. @ absorbancia do branco equivalente a amostra avaliada.

AbScontrole— - (Absamostra - Absbranco eq.)

DPPH(%) = x 100

AbScontrole—

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram analisados no software GraphPad Prism ® (versdo 8.0). As
curvas produzidas para o teste de sobrevivéncia foram analisadas considerando o teste de
Mantel-Cox, e a analise dos demais resultados foi realizada por ANOVA, com comparagdes

maultiplas feitas pelo teste de Tukey.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH da Kombucha foi avaliado antes do inicio dos experimentos e apds o término dos
testes, a fim de atestar o padrdo de qualidade do lote utilizado. Desprezado o segundo
algarismo ap0s a virgula, nas duas medicGes o pH estabilizou em 3.5. Por néo ter sido feita a
titulagcdo da acidez volatil, nem avaliada a graduagdo alcodlica, ndo é possivel inferir que as
amostras utilizadas se enquadram nos critérios definidos pela IN N° 41/2019 MAPA, que rege
a producdo de Kombucha comercial no Brasil. Vale ressaltar, no entanto, que o SCOBY e 0

iniciador empregados foram obtidos a partir de um cultivo caseiro estabelecido e néo
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representam uma producdo industrial, de modo que o lote utilizado neste estudo ndo se

encontra legalmente sujeito a referida instrugéo normativa.

Além disso, em um estudo sobre a manutencdo das caracteristicas da Kombucha apds
longos periodos de armazenamento, La Torre et al. (2021) consideraram que a faixa segura do
pH da bebida destinada ao consumo humano vai de 2,5 a 4,2, 0 mesmo intervalo estabelecido
pela IN N° 41/2019 MAPA. Complementarmente, o pH detectado foi considerado ideal no
estudo conduzido por Mas et al. (2022) acerca das variacdes microbiolégicas de Kombucha
produzida industrialmente, o que permite concluir favoravelmente a sanidade do material
utilizado. Em estudos futuros, no entanto, sugere-se que a acidez volatil e a graduacao

alcoolica também sejam analisadas.

Relativamente as analises in vivo, foi observado que as moscas tratadas com Kombucha
tiveram uma taxa de sobrevivéncia maior que as do grupo tratado com &gua (controle), mas
que ndo ha diferenca significativa entre os grupos tratados com Kl e KC (p > 0,05). A curva
de sobrevivéncia sob tratamento com KI foi significativamente diferente da curva de
sobrevivéncia do grupo controle pelo teste de Mantel-Cox (p < 0,001), e resultado similar foi

encontrado comparando KC e o controle (p < 0,05).

A diferenca se torna graficamente observavel a partir do tempo de 14 dias de tratamento,
quando héa cerca de 44% de sobrevivéncia nos grupos tratados, mas apenas 32% no grupo
controle, e dura até o tempo de 30 dias, quando os grupos tratados com Kl e KC apresentam
cerca de 17% e 16% de sobrevivéncia, respectivamente, contra 6% no grupo controle. A
maior diferenca percentual é notada no tempo de 20 dias de tratamento, quando o0 grupo
tratado com KI apresenta 38% de sobrevivéncia, contra cerca de 15% do grupo controle,

conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Curvas de sobrevivéncia de D. melanogaster tratadas com agua (controle), Kombucha centrifugada
(KC) e Kombucha integral (KI), com o erro padrao para cada dia de tratamento graficamente representado. Pode
ser observada diferenga estatistica na sobrevivéncia de KC (p < 0,05) e de Kl (p < 0,001) em relagéo ao controle,
a qual é graficamente distinguivel entre os tempos de 14 e de 30 dias. Analise feita pelo teste de Mantel-Cox.

Tendo em vista que a Kombucha apresenta uma série de compostos biologicamente ativos
e uma diversidade de microrganismos com atividade probiotica, é possivel supor que o0s
efeitos observados no teste de sobrevivéncia possam ser atribuidos a um desses dois
elementos de sua composicdo ou a atuacdo conjunta de ambos (IVANISOVA et al., 2020;
KAASHYAP et al., 2021; PIHUROQV et al., 2021). No caso deste experimento, os resultados
levam a crer que o componente bioquimico seja mais relevante que o microbiol6gico, ja que

ndo houve diferenca significativa entre os resultados produzidos por Kl e por KC.

Sabe-se que a Kombucha é rica em compostos fendlicos e acidos organicos relacionados
ao controle do estresse oxidativo, e que a presenca dessas moléculas em produtos fermentados
¢ uma das causas de suas propriedades biologicas. Algumas delas estdo diretamente
relacionadas aos processos fisiologicos de desintoxicacdo, e podem, em teoria, remediar
processos nocivos relacionados ao envelhecimento e a toxicidade do ambiente quando
administrados cronicamente (KAEWKOD et al., 2019; CARDOSO et al., 2020;
DEGIRMENCIOGLU et al., 2020; JAKUBCZYK et al., 2020; ZOU et al., 2021). O exemplo

mais emblematico talvez seja o do acido glicurénico, que ja foi detectado em diferentes
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amostras de Kombucha, e esta diretamente relacionado ao metabolismo secundario de toxinas
e outros xenobidticos, além de contribuir para a inibicdo de microrganismos potencialmente

patogénicos (ANSARI et al., 2019; MARTINEZ-LEAL et al., 2020).

Além do acido glicurénico, pode-se citar também os acidos glucénico, DSL, ascérbico,
acetico, succinico, latico, citrico e galico (KAEWKOD et al., 2019; CARDOSO et al., 2020;
ZOU et al.; 2021), mas uma vez que as amostras de Kombucha utilizadas ndo foram testadas
para determinar quais dessas substancias estdo presentes, ndo € possivel afirmar com certeza
qual ou quais delas foram mais importantes nos resultados obtidos. Analises qualitativas e
guantitativas dos compostos presentes na Kombucha devem ser consideradas em estudos
futuros, tendo em vista que mesmo lotes produzidos com parametros semelhantes podem
apresentar perfis bioquimicos distintos, a exemplo dos resultados obtidos por Cardoso et al.

(2020) e por Jakubczyk et al. (2020).

Relativamente ao teste de escalada, houve diferenca significativa na comparagéo entre o
grupo tratado com Kl e o controle (p < 0,01), e entre os tratamentos com Kl e KC (p < 0,05).
Contrariamente ao observado no teste de sobrevivéncia, porém, ndo houve diferenca entre KC
e o controle (p > 0,05), de modo que apenas o0 grupo tratado com KI teve um desempenho
maior em relacdo aos demais. Foi observada uma taxa de escalada média de 20,89% no grupo
controle e de 24,22% no grupo tratado com KC, contra 34,89% no grupo tratado com KiI,

conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Comparacéo dos indices de escalada para cada grupo de tratamento no tempo de 21 dias. Nao ocorre
diferenga entre o controle (H20) e o grupo tratado com Kombucha centrifugada (KC), mas o grupo tratado com
Kombucha integral (KI) apresenta diferenca em relagdo aos outros dois. Analise realizada por ANOVA, com
teste de comparagBes multiplas de Tukey. Na comparacdo, * indica p < 0,05 e ** indica p < 0,01.

Esse resultado aponta para uma maior importancia da atividade microbioldgica da bebida
na atividade motora. Uma possibilidade é que o efeito produzido pelas moléculas orgénicas da
Kombucha seja suficiente para aumentar a longevidade das moscas, mas com pouco impacto
aparente na qualidade de vida, a qual deve contar com a presenga dos microrganismos da
bebida para sofrer influéncia. Isso poderia ser explicado pela relacdo direta existente entre o
trato digestivo e o sistema nervoso, o chamado eixo microbiota-intestino-cérebro, e pela
diversidade de microrganismos com atividade probidtica que compdem a Kombucha

(IANNONE et al., 2020; KAASHYAP et al., 2021; PIHURQV et al., 2021).

Ao colonizar o intestino, esses microrganismos contribuem para evitar a colonizacdo por
microrganismos patogénicos ou de qualidade inferior, bem como fornecem metabodlitos
relacionados a reducdo da inflamacéo e a um melhor aproveitamento de moléculas presentes
nos alimentos (KAASHYAP et al., 2021; PIHUROV et al., 2021; AGIRMAN et al., 2021).
Em conjunto, tais efeitos sdo capazes de promover um relativo bem estar fisioldgico, e

diversos estudos ja comprovaram a eficdcia da administracéo cronica de probioticos no alivio
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de condi¢es neuroldgicas tao diferentes quanto doenca de Alzheimer (BATISTA et al., 2021,
MALTA et al., 2022) e epilepsia refrataria (GOMEZ-EGUILAZ et al., 2018; IANNONE et
al., 2020). Apesar disso, este estudo ndo avaliou a composi¢cdo microbioldgica da Kombucha

utilizada, de modo que essa se torna uma andlise importante para estudos futuros.

Curiosamente, e contrariamente ao sugerido pelos demais ensaios in vivo, no teste de
fertilidade ndo foi observada qualquer diferenca significativa entre os controles e 0s
tratamentos, fossem agudos ou crénicos (p > 0,05). O nimero de pupas formadas em cada
frasco se manteve préximo entre os tratamentos de um mesmo tempo de analise. Na ordem de
tratamentos apresentada na Figura 3, foram cerca de 45, 36, 37, 187, 263 e 228 pupas por
frasco, respectivamente. Ja as taxas de eclosdo média por frasco foram, na mesma ordem de

tratamentos, 89,40%, 96,88%, 100%, 91,79%, 86,68% e 94,84%, respectivamente.
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Figura 3: No grafico a esquerda, comparacdo entre o nimero absoluto de pupas formadas em frascos de
diferentes grupos de tratamento, quando tratados aguda ou cronicamente. No gréfico a direita, comparacédo entre
as taxas de ecloséo da prole de diferentes grupos de tratamento, quando tratados aguda ou cronicamente. Nao ha
diferencga significativa entre os tratamentos de um mesmo tempo de avalia¢do (p > 0,05). Analises realizadas por
ANOVA.

Relativamente a aparente falta de efeito, positivo ou negativo, da Kombucha sobre a
fertilidade das moscas, pode-se considerar duas hipdteses. A primeira delas diz respeito a
possibilidade de que a Kombucha de fato ndo exerca qualquer influéncia direta sobre a

aptiddo reprodutiva dos individuos tratados. Isso implicaria em assumir que nem 0s
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compostos presentes no produto da fermentacdo e nem os microrganismos tipicos dele atuam
de forma benéfica ou nociva sobre o sistema reprodutor dos parentais tratados ou sobre a

sobrevivéncia dos ovos e larvas imersos no meio tratado.

Outra hipdtese bastante provavel diz respeito aos tempos escolhidos para a avaliacgdo.
Apesar de os testes de sobrevivéncia e de escalada terem produzido resultados positivos,
ambos foram analisados levando em conta periodos de tratamento de ao menos 21 dias, ja que
tempos menores produziram diferencas muito discretas ou estatisticamente despreziveis no
caso do teste de sobrevivéncia. Para o teste de fertilidade, optou-se por um intervalo de
tratamento crénico menor, dado o temor de que a mortalidade associada a idade das moscas
pudesse alterar significativamente a propor¢do de machos e fémeas em cada frasco, de modo a
produzir resultados distorcidos. No entanto, o tempo de tratamento mais curto pode
justamente ter ocultado um possivel efeito da Kombucha sobre a fertilidade das moscas, que
sO viria a se tornar detectdvel em um intervalo de tratamento maior. A fim de avaliar essa
possibilidade, estudos futuros devem considerar maneiras de tratar os individuos por periodos

mais longos.

Ja os testes FRAP e DPPH tiveram por objetivo analisar diretamente a atividade
antioxidante da Kombucha in vitro. No teste FRAP, foi observada uma atividade redutora de
cerca de 452,17 (umol Trolox eq.)/L na KC, ao passo que para Kl o valor obtido foi cerca de
462,01 (umol Trolox eq.)/L. N&o houve diferenca significativa entre as duas amostras (p >
0,05), e a atividade delas foi significativamente menor que a do acido ascorbico (p <0,05e p
< 0,01, respectivamente). O &cido galico a 25 mg/mL teve atividade redutora de 893,15 (umol
Trolox eq.)/L, apresentando uma diferenga significativa em relacdo a todos 0s outros

tratamentos, inclusive o acido ascorbico (p < 0,0001).
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J& no teste DPPH, tanto os tratamentos quanto os controles apresentaram elevada
atividade de inibicdo do DPPH, com KI apresentando o menor valor, de 86,80%. KC
apresentou inibicdo de 91,62%, ao passo que o acido ascorbico a 25 mg/ml e o &cido galico a
25 mg/ml inibiram o DPPH em 9551% e 94,48%, respectivamente. Ndo h& diferenca
significativa entre essas trés amostras, mas a diferenca entre elas e Kl é significativa, seja na
comparacdo com KC (p < 0,05) ou com os controles (p < 0,001). O resultado dos testes FRAP

e DPPH estéo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4: No grafico a esquerda, comparacdo entre a atividade redutora de cada amostra, em termos de (pumol
Trolox eqg)/L. Observa-se uma grande diferenca da atividade do &cido galico em relacdo a todas as outras
amostras, inclusive na comparag¢do com o 4cido ascérbico. Também ocorre diferenca entre o &cido ascdrbico e as
Kombuchas, embora menor. No gréfico a direita, comparacdo entre a inibi¢cdo percentual do DPPH de cada
amostra. Observa-se uma diferenca negativa discreta, porém significativa, entre Kl e todas as demais amostras.
Apesar dessas diferencas, todas as amostras analisadas apresentaram elevada atividade antioxidante. Andlises
realizadas por ANOVA, com teste de comparagdes multiplas de Tukey. Nas comparagdes, * indica p < 0,05, **
indica p < 0,01, *** indica p < 0,001 e **** indica p < 0,0001.

Apesar de todas as diferencas observadas, é importante notar que a Kombucha apresentou
elevada atividade antioxidante, comparavel a ordem de grandeza de ao menos um dos
controles nos dois testes. No caso do FRAP, por exemplo, todos os tratamentos apresentaram
atividade redutora maior que 450 (umol Trolox eq)/L. Complementarmente, o teste DPPH

constatou uma atividade maior que 85% para todos os tratamentos, e apenas o resultado de Kl
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foi estatisticamente menor que os demais. Essa discrepancia pode ser explicada pela presenca
de microrganismos no tratamento, os quais podem ter compensado parcialmente o efeito dos
compostos presentes no liquido por meio de seus proprios processos fisiologicos, mas nédo
foram encontrados estudos que deem suporte a essa hipotese, de modo que se faz necessario

averigué-la com maior profundidade em estudos vindouros.

Acerca dos elevados valores obtidos, Jakubczyk et al. (2020) obtiveram cerca de 88,23%
de inibicdo do DPPH com Kombucha produzida a partir de cha verde fermentada por 14 dias,
valor corroborado pelos resultados aqui apresentados. Ainda que o lote utilizado neste
experimento ndo tenha sido testado para averiguar quais substancias estdo presentes, €
possivel supor que uma diversidade de moléculas presentes na bebida, principalmente
compostos fenolicos e acidos organicos, estejam relacionados a atividade antioxidante. No
mesmo estudo conduzido por Jakubczyk et al. (2020), o conteudo total de polifendis da
Kombucha de cha verde fermentada por 14 dias foi estabelecido em 320,1 mg/L, e para todos
os tipos de cha empregado os valores foram diretamente proporcionais ao tempo de

fermentacao.

Complementarmente, Kaewkod et al. (2019) também avaliaram a presenca de compostos
antioxidantes no produto da fermentacao, e observaram concentragdes de cerca de 10,42 g/L
de &cido acético e 41,42 g/L de acido gluconico, além de concentracbes menores de acido
ascorbico (0,61 g/L), &cido glicurénico (1,37 g/L) e DSL (3,44 g/L). O mesmo estudo avaliou
a atividade antioxidante da Kombucha em termos de concentragdo de acido galico equivalente
(mg GAE eq./mL), e o valor obtido para Kombucha de cha verde fermentada por 15 dias foi
de cerca de 2,642 (mg GAE eq.)/mL. Esse valor contrasta com o obtido por Cardoso et al.
(2020), que relataram cerca de 0,70 (mg GAE eq.)/mL, mas os dois experimentos chamam

atencdo, na medida em que o acido galico foi utilizado nesta pesquisa a uma concentracao
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consideravelmente mais baixa (0,25 mg/ml) e ainda assim n&o teve sua atividade alcancada

pela KI.

Independente desse questionamento, no entanto, € possivel supor que os resultados
obtidos nos testes FRAP e DPPH sejam capazes de explicar o efeito observado no teste de
sobrevivéncia, em que as moscas tratadas com Kombucha tiveram uma taxa de sobrevivéncia
maior entre 0 14° e 0 30° dia do experimento, quando comparadas aos controles. Uma analise
capaz de confirmar ou refutar essa hipotese seria um teste de atividade antioxidante in vivo.
Sugere-se também que novos estudos acerca das propriedades antioxidantes da Kombucha
levem em conta andlises qualitativas e quantitativas dos compostos da bebida, a fim de que as

devidas correlagdes possam ser tracadas de modo mais detalhado.

5. CONCLUSAO

A Kombucha aumentou a taxa de sobrevivéncia e a atividade motora das moscas. Além
disso, ndo foi observada qualquer influéncia na fertilidade, e pdde ser constatada uma
atividade antioxidante considerdvel, embora inferior a dos controles utilizados. Tais
resultados apontam para uma boa atividade antienvelhecimento da Kombucha sobre as
moscas, seja gracas ao componente molecular ou pelo microbioldgico, e testes mais
detalhados devem ser realizados a fim de caracterizar melhor as vias pelas quais esse efeito se

concretiza.
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