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RESUMO

Kombucha é uma bebida fermentada por uma simbiose de bactérias e leveduras a
partir de chas, sendo ela de origem asiatica. Podem ser feitas fermentagbes
secundarias utilizando frutas, chas, especiarias, folhas, como o hibisco por exemplo.
Hibiscus sabdariffa L. € conhecido pela sua cor vermelha profunda, aroma e sabor
acido unico, sendo uma planta herbacea do género Hibiscus da familia Malvaceae. A
kombucha fermentada com hibisco, além de proporcionar um sabor diferente, pode
fornecer propriedades funcionais como agédo antimicrobiana e antioxidante. Botrytis
cinerea é um fungo fitopatégeno, causador da podridao cinzenta em frutas, onde se
destaca o morango, que por possuir teor de umidade, agucares e acidos o torna
suscetivel ao ataque pelo fungo. B. cinerea é um fungo de dificil controle podendo
apresentar resisténcia quanto aos produtos quimicos utilizados para seu controle.
Desta forma, técnicas como aplicagdo de compostos naturais e tratamentos fisicos
vém sendo estudadas para o emprego na prevencado do mofo cinzento. O objetivo
desse trabalho foi avaliar atividade antifungica da 1° fermentacdo de kombucha (F1),
da 2° fermentacéo de kombucha com hibisco (F2H) e o cha de hibisco frente ao fungo
Botrytis cinerea, para uma possivel alternativa de controle fungico em morangos. B.
cinerea foi inoculado em meio BDA nas concentragdes de 50%, 25%, 12,5% € 6,25%
de cha de hibisco e fermentados de kombucha e avaliados apds 7 dias quanto ao
crescimento micelial, verificada pelo didmetro do mesmo. BDA sem adi¢cao de cha ou
kombucha foram utilizados como controle. Morangos foram mergulhados em solugao
aquosa de cha de hibisco e fermentados de kombucha. Os resultados obtidos
mostraram inibicdo do crescimento micelial de B. cinerea nos meios com
concentragdes de 50 % e 25 % de kombucha (F1 e F2H) e cha de hibisco, onde a
inibicdo para F1 foi de 88,9% e 46,7%. Para F2H foi de 58,9% e 20%. E para o cha
de hibisco foi de 21,1% e 12,2%, respectivamente. Quando esses compostos puros
foram aplicados por imersao nos morangos e armazenados a 15 °C, obteve-se alguns
sinais de diminuic&do da deterioragao exterior, sendo que o cha de hibisco demonstrou
melhor controle.

Palavras-chave: Botrytis cinerea; composto naturais; deterioragdo de alimentos;
atividade antifungica.



ABSTRACT

Kombucha is a beverage fermented by a symbiosis of bacteria and yeast from teas,
and it is of Asian origin. Secondary fermentations can be made using fruits, teas,
spices, leaves, such as hibiscus for example. Hibiscus sabdariffa L. is known for its
deep red color, aroma and unique acidic taste, being an herbaceous plant of the genus
Hibiscus of the Malvaceae family. The kombucha fermented with hibiscus, in addition
to providing a different flavor, can provide functional properties such as antimicrobial
and antioxidant action. Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus, which causes
gray rot in fruits, in which strawberry stands out, which, due to its moisture content,
sugars and acids, makes it susceptible to attack by the fungus. B. cinerea is a fungus
that is difficult to control and may be resistant to the chemicals used to control it. Thus,
techniques such as the application of natural compounds and physical treatments have
been studied for use in the prevention of gray mold. The objective of this work was to
evaluate the antifungal activity of the 1st fermentation of kombucha (F1), the 2nd
fermentation of kombucha with hibiscus (F2H) and hibiscus tea against the fungus
Botrytis cinerea, for a possible alternative for fungal control in strawberries. B. cinerea
was inoculated in PDA medium at concentrations of 50%, 25%, 12.5% and 6.25% of
hibiscus tea and fermented kombucha and evaluated after 7 days for mycelial growth,
verified by its diameter. PDA without added tea or kombucha were used as a control.
Strawberries were steeped in an aqueous solution of hibiscus tea and fermented into
kombucha. The results obtained showed inhibition of the mycelial growth of B. cinerea
in the media with concentrations of 50% and 25% of kombucha (F1 and F2H) and
hibiscus tea, where the inhibition for F1 was 88.9% and 46.7%. For F2H it was 58.9%
and 20%. And for hibiscus tea it was 21.1% and 12.2% respectively. When these pure
compounds were applied by immersion on strawberries and stored at 15 °C, there were
some signs of reduced external deterioration, with hibiscus tea showing better control.

Keywords: Botrytis cinerea; natural compounds; food spoilage; antifungal activity.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1- Flor do hibisco natural e desidratado ............ceeeciiimiiciiirccicirrces 18
Figura 2- Visao reverso do B. cinerea em meio BDA .............cccoeiiiiiiiiniiiiiiiiniinnns 23
Figura 3- Visao frontal do B. cinerea em meio BDA.............ooiirreemcciiiiieennneeeen, 24
Figura 4- Visao reverso da colénia na F1 da Kombucha............ccccoeeiiiiiiiiiiinnnne. 25
Figura 5- Visao frontal da colénia na F1 da Kombucha.........ccccceemnenciiiiiinnnneeee. 25
Figura 6- Visao reverso do fungo na F2H da kombucha.............ccccceeiiiiiiiiiiinnnnes 27
Figura 7- Visao frontal do fungo na F2H da kombucha...........ccccceeeeeciiiiiiinnneeee, 27
Figura 8- Visdo reverso do fungo no cha de hibisco ............cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnes 28
Figura 9- Visao frontal do fungo no cha de hibisco............cccccirrrrmccciiiiiinineeeeee. 29
Figura 10- Morangos tratados no tempo zero de armazenamento ..................... 30
Figura 11- Morangos tratados apo6s 3 dias de armazenamento. ..............cccee.ee.... 31

Figura 12- Morangos tratados apos 6 dias de armazenamento ...............ccceeunneee 32



21
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.4

4.1
411
41.2
4.2
4.3

4.3.1
4.3.2
4.4
4.5
4.6

SUMARIO

13V 120 511 L 03\ 8
OBUETIVOS .......cooeeeeeeeeeeeeeeesesssessssssssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s nn s s s s s snnnnnnsnnnnnnnns 11
Objetivo geral.........oo i 1
Objetivos eSpecifiCoS........cuummmmmmimmmimimimimini e 11
REVISAO DE LITERATURA ......cooiirerererererse e sse e esesnesnessessesnssnsnns 12
BOtrytiS CiN@rea .............cueeeeeeeeeememeneennnnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnn 12
Morango e formas de CONServagao ..........cccceeeemmcciirresseeecenssssseseenens 13
KOMDBUCKHA ... s 14
Beneficios da kombucha ... 15
Atividade antimicrobiana ............ccoooei i 16
[ [ o T L= o o 17
MATERIAIS E METODOS .......coiiiceiiircesesesssessssessesssssssssssssssesssssans 20
Producao da kombucha............oeeeoiiiireciiirrccr e e e 20
Fermentag8o 1 (F1) ..o 20
Fermentagao 2 (F2H) ........ooommiieiiieeeeeeeece e 20
Producao do cha de hibisco..........ccccciiiiiiiin 20
Produgdo do meio de cultura com o cha e os fermentados de

o] 11 o L1 o3 o - 20
Esterilizacdo da F1 e meio de culturacom (F1) .......oovviiiiiiiiiiiiiiiinn. 21
Esterilizacdodochaea F2H...........ooorrriiii e, 21
Inoculagao do fungo aos meios de cultura.............ccooerririeeecccinneennns 21

Aplicacado do cha e dos fermentados da kombucha no morango....22

Avaliacao visual do crescimento do fungo.......ccccccencciiiiiiiereceennnnnn, 22
RESULTADOS...... oo rrssssssss s s s s snnss s s s s s e s s nmmasssssssssnnnns 23
Lod 0], o I 1 17 Yo 200 34

REFERENGCIAS ..o oot eeeeeeeeeteeesaessssssesssssessasssessssneessssnessssnsessssnes 35



1 INTRODUGAO

Kombucha é uma bebida fermentada por uma simbiose de bactérias e
leveduras a partir de chas, sendo ela de origem asiatica. No entanto, ganhou
popularidade devido aos seus efeitos terapéuticos, como antimicrobiano, antioxidante,
anticancerigeno, antidiabético, tratamento de Uulceras gastricas e colesterol
alto(BRUSCHI; SOUSA; MODESTO, 2018; CHAKRAVORTY et al., 2016). Também
mostrou um impacto na resposta imune e na desintoxicagdo do figado, tornando-a
conhecida como uma bebida funcional, e, por esse motivo ela vem se popularizando
no Brasil (BRUSCHI; SOUSA; MODESTO, 2018; CHAKRAVORTY et al., 2016).

Na sua produgao da kombucha é comumente utilizado cha preto, mas o cha
verde também €& uma opcao. Esse cha é adocgado, e nele é inserido a “mae da
kombucha” ou SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), responsavel pelo
processo fermentativo, formado pela associagao de bactérias do género Acetobacter
e fungos Sacharomyces, acomodadas numa matriz de celulose sintetizada por
bactérias acéticas. Sua fermentacédo € em torno de 7 a 10 dias e, se caso estender
este tempo, desenvolve-se um sabor avinagrado (HOHMANN; KUNZ; VANDRESEN,
2020). Também pode ser realizada uma segunda fermentagcdo, onde costuma-se
adicionar vegetais, frutas, sucos, chas e especiarias, como por exemplo, o hibisco,
proporcionando assim uma saborizagéo, e outras propriedades da bebida.

Hibiscus sabdariffa L. € conhecido pela sua cor vermelha profunda, aroma e
sabor acido unico, sendo uma planta herbacea do género Hibiscus da familia
Malvaceae. Os calices de hibisco tém sido utilizados mundialmente em estudos,
producao de alimentos, bebidas e produtos farmacéuticos (MONTEIRO et al., 2017).

A utilizagdo do hibisco vem de varios estudos existentes que revelam a
presenca de compostos com propriedades antimicrobianas em varias partes da planta
(SORACHAI et al., 2011). Segundo Chao e Yin (2009), existe uma possivel relagao
entre a quantidade de antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Estudos foram realizados na kombucha e sua fermentagao com hibisco, onde
apresentou-se notaveis atividade antimicrobiana em cima de uma ampla gama de
microrganismos. Na fermentagcdo secundaria com hibisco, Mazuchi-Brizzott et al.
(2021) avaliaram a atividade antifungica da kombucha com hibisco para o fungo T.

rubrum, onde obtiveram bons resultados de inibicdo com esses componentes.



Existe também estudos da kombucha em sua fermentagcdo primaria, que
demonstrou atividade inibitoria contra diversos microrganismos patogénicos, bactérias
Gram positiva e Gram negativa. Alguns estudos demonstraram que a kombucha
também demonstra uma atividade antifungica, além da antibacteriana ja estudada
(MENDONCA, 2020). Segundo Yuniarto, Anggadiredja e Agidah (2016), foram obtidos
resultados de atividade antifungica da kombucha contra fungos patogénicos como A.
flavus, C. albicans e M. Gypseum, indicando que o aumento do periodo de
fermentacao diminui a atividade antifungica, pois existe uma tendéncia de declinio do
didmetro inibitério durante 6, 12 e 18 dias de fermentagdo nos resultados. Os
provaveis compostos que atuam como agentes antifungicos, séo acido acético, acido
latico, etanol, acido glicurdnico, que se originam da fermentacdo da kombucha,
tornando-a uma possivel agente inibidora de microrganismo nas industrias de
alimentos que é uma das mais afetadas por fungos.

Segundo Savvaidis e Ayala-Zavala (2021), a industria alimenticia tem um
grande desafio e a necessidade de agentes antimicrobianos e antifungicos mais
eficazes e seguros. As substéncias antimicrobianas e antifungicas convencionais
estdo perdendo a eficacia causando o aumento do desperdicio de alimentos, iniciado
principalmente por microrganismos deteriorantes. Pode ser observado o surgimento
continuo de surtos, ocasionados pela aparicio de cepas patogénicas de
microrganismos em alimentos com resisténcia e persisténcia aos antimicrobianos
convencionais. Também existe a preocupag¢ao com os efeitos colaterais indesejados
dos agentes antimicrobianos e antifungicos sintéticos, incluindo subprodutos téxicos
e danos corrosivos as superficies de contato com alimentos, tornando de extrema
necessidade a disponibilidade de substancias seguras e eficazes.

Por varias décadas, estudos propuseram o uso de substancias naturais,
atualmente, alguns casos de sucesso podem ser observados nos mercados
internacionais com resultados efetivos em sistemas alimentares. Porém, é necessario
intensificar pesquisas mais originais sobre substancias antimicrobianas e antifungicas
naturais em sistemas alimentares reais, pois os fungos estdo cada vez mais se
tornando prejudiciais na producdao dos alimentos (SAVVAIDIS; AYALA-ZAVALA,
2021).

Os fungos sao microrganismos eucarioticos, multicelulares e filamentosos,
vindo a ocasionar alteragdes no sabor e qualidade dos alimentos. Existem casos em

que essas alteracbes sao desejaveis, como na fabricacdo de queijos. Porém, em
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muitos outros, podem ser causadores de transformacgdes indesejaveis, produzindo
sabores e odores desagradaveis, causados por diferentes graus de deterioragao ou
ainda trazer riscos a saude humana e animal devido a produgcdo de micotoxinas
(OLIVEIRA et al., 2018). Os fungos possuem a capacidade de entrar de forma direta
na epiderme dos tecidos vegetais, seja por ferimentos acidentais ou aberturas naturais
e por acao de enzimas que fazem a degradacao de paredes (RHODEN et al., 2019).

Botrytis cinerea € um fungo patdgeno de plantas e frutas importantes, sendo
de dificil controle, ele é um dos agentes causadores de podriddo mais comum,
conhecido como mofo cinzento, podendo atingir mais de 200 espécies, atacando
folhas, hastes, frutas e flores, no periodo de pré e pés-colheita (BATISTA, 2017). Além
disso, este patdogeno € geneticamente variavel adquirindo resisténcia aos produtos
quimicos utilizados para o controle. A infecgdo do fungo em frutas e vegetais deteriora
rapidamente causando descarte desses alimentos e perdas econémicas (SANSONE
et al., 2018).

O morango € um dos frutos mais acometidos pela presenga desse fungo, pois
seu teor de umidade, acucares, acidos o torna suscetiveis a ele (JIA et al., 2016).
Assim, com o intuito de prevenir a doenga do mofo cinzento, técnicas como aplicagéo
de compostos naturais e tratamentos fisicos sao utilizadas e buscadas como medida
alternativa (FREITAS et al., 2015).

Com base nesses conceitos, o objetivo desse trabalho € avaliar atividade
antifungica da primeira fermentacdo da kombucha, da segunda fermentacdo de
kombucha com hibisco e cha de Hibiscus sabdariffa L frente ao fungo Botrytis cinerea,
tendo como meta auxiliar ao encontro de substancias antifUngicas como alternativas

naturais, que apresentam menores efeitos colaterais e menor custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade antifungica primeira fermentacéo da kombucha, da segunda

fermentacao de kombucha com hibisco e cha de Hibiscus sabdariffa L frente ao fungo

Botrytis cinerea, e identificar visualmente suas a¢des na conservagéo de morangos.

2.2 Objetivos especificos

Preparar kombucha utilizando folhas de cha verde em uma concentragao pré
determinada (F1);

Preparar a segunda fermentacdo da kombucha com o Hibiscus sabdariffa L
desidratado (F2H);

Preparar cha de hibisco para avaliagao antifungica;

Preparar os meios de cultura com a F1, F2H e o cha de hibisco.

Avaliar a agédo antifungica de fermentados de kombucha (F1, F2H) e cha de
hibisco) frente ao fungo Botrytis cinerea pelo didametro micelial;

Comparar os resultados das diferentes concentragcdes e a diferenca entre F1,
F2H e o cha de hibisco;

Imergir os morangos nos fermentados de kombucha e o cha de hibisco puros.
Identificar visualmente os sinais de deterioragdo dos morangos, de 3 em 3 dias

por 6 dias a temperatura de 15 °C.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea é um fungo ascomiceto da classe Leotiomycetes, ordem
Helotiales e familia Sclerotiniaceae que causa doengas em mais de 200 espécies, 15
tipos de plantas, atacando folhas, hastes, frutas e flores, no periodo de pré e pds-
colheita (BATISTA, 2017). Este fungo, conhecido como agente causador do mofo
cinzento, € o principal patdbgeno que potencializa danos aos tecidos das plantas
(HERRERA-ROMERO et al., 2017).

Este fungo age de maneira necrotrofica, isto €, matando as células
hospedeiras da planta, além de produzir varios compostos fitotdxicos e enzimas que
degradam a parede celular vegetal (PLAZA et al., 2015). Também age removendo a
agua dos tecidos do parénquima e quando os recursos estdo esgotados, surgem as
estruturas reprodutoras (ARAUJO et al., 2005; BATISTA, 2017).

O B. cinerea sobrevive durante o inverno na superficie ou no préprio solo
(HAUGLAND, 2018). Os esporos do fungo resistentes ao calor sobrevivem por longos
periodos em estado de dorméncia, contaminando as matérias primas em contato com
o solo, antes de irem para o processamento industrial, gerando grandes problemas
para o setor alimenticio, prejudicando a qualidade do produto final (BERNI et al., 2017;
RIBES et al., 2016).

O controle desse patogeno é dificil, uma vez que este ataca de varias
maneiras, além de sobreviver em condigdes pouco favoraveis por periodos
prolongados através do desenvolvimento de cepas resistentes a fungicidas (ARAUJO
et al., 2005; BATISTA, 2017). O uso de fungicidas quimicos € a principal abordagem
para o controle do B. cinerea. No entanto, o uso destes pode ser problematico, pois
pode ser fonte de problemas ambientais, além de representar um risco potencial para
a saude humana (VALCKE et al., 2017).

Devido a aplicagédo de grandes quantidades de fungicidas no controle dessas
infeccdes, tornam-se necessarias medidas alternativas a pratica de manejo com
objetivo de diminuir o impacto no meio ambiente, na saude humana e animal (JIN et
al., 2016). Assim, é conveniente buscar novas estratégias para controlar a
deterioracdo poés-colheita em frutas acometidas pela acdo do mofo cinzento
(CONTIGIANI et al., 2018; JIN et al., 2016).
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Este fungo causa a doenga pds-colheita mais importante do kiwi, resultando
em uma perda de 20 a 30% no seu rendimento global (WILLIAMSON et al., 2007). A
fruta mais afetada por esse fungo € o morango, pois seu teor de umidade, agucares,

acidos o torna suscetiveis a ele (JIA et al., 2016).

3.2 Morango e formas de conservagao

O morango € mundialmente popular devido sua aparéncia unica, sabor e
aromas caracteristicos, elevado valor nutricional e pela sua grande variedade de
compostos bioativos (LAN et al., 2019), sendo amplamente consumido tanto na forma
in natura como processado na industria (BARRAZUETA -ROJAS et al, 2018;
SIEDLISKA et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

O morango possui atividades metabdlicas altas, como também elevado teor de
umidade, acucares, acidos, sendo suscetivel a degradagdo por microrganismos,
podendo ser afetado por 8 espécies de nematoides, 26 virus diferentes, 3 espécies
de bactérias e 51 espécies de fungos (JIA et al., 2016). No morango, a infec¢ao por
B. cinerea reduz a vida de prateleira dos pseudofrutos, pela contaminagdo durante o
cultivo ou até mesmo no periodo pés-colheita (PLAZA et al., 2015).

Por sua estrutura delicada e por possuir alta taxa metabdlica, o morango torna-
se muito suscetivel a danos e infecgdes causadas por bactérias, fungos e virus
(CONTIGIANI et al., 2018). Esses microrganismos podem danifica-lo completamente,
provocando alteragbes sensoriais, fisicas, quimicas e gerar perda de massa
(OLIVEIRA, 2017).

Por ser um fruto altamente perecivel e devendo ser armazenado por apenas
alguns dias, faz-se necessario a utilizagdo de tecnologias adequadas para melhorar a
sua conservagao e aumentar o seu tempo de prateleira. O uso de agentes
antimicrobianos naturais na forma de filmes e revestimentos comestiveis vem sendo
amplamente estudados e aplicados, obtendo eficacia no aumento de validade dos
frutos (DONG; WANG, 2017).

A utilizacao de revestimentos comestiveis para o prolongamento da vida util de
frutas e hortalicas ndo tem como objetivo substituir o uso de embalagens ou o uso da
refrigeracdo, mas sim para atuarem como coadjuvantes (SPAGNOL et al., 2018).
Varios sao os beneficios que os revestimentos comestiveis possuem, como sendo
biodegradaveis, preservam as caracteristicas dos frutos, melhoram as caracteristicas

nutricionais e sensoriais por ser veiculo transportador de compostos ativos. Além
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disso, por serem oriundos de produtos naturais, sdo faceis de serem encontrados e
sem gerar custos elevados para o produtor (DHUMAL; SARKAR, 2018).

Sua acgao na fruta ocorre pela acdo de uma barreira fisica, transformando trocas
gasosas com a atmosfera em seu redor, servindo como atenuante da taxa respiratéria
€ no crescimento microbiano, fazendo com que o fruto possua maior vida util (DONG;
WANG, 2017). Esses revestimentos podem ser utilizados com adi¢ao de produtos que
possuam caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas, melhorando sua
composicado (ZHANG; JUNG; ZHAO, 2017).

3.3 Kombucha

Kombucha é uma bebida fermentada de origem asiatica. Acredita-se que o cha
fermentado tenha sido usado pela primeira vez no leste da Asia por seus beneficios
terapéuticos em 220 a.C. No entanto, ganhou popularidade no ocidente devido aos
seus efeitos terapéuticos, antimicrobiano, antioxidante, anticancerigeno, antidiabético,
tratamento de ulceras gastricas e colesterol alto. Também mostrou um impacto na
resposta imune e na desintoxicagédo do figado (CHAKRAVORTY et al., 2016).

A preparacdo da kombucha utiliza tradicionalmente os chas preto e verde
(BATTIKH et al., 2012; JAYABALAN et al., 2014). Ambos vém das folhas da planta
Camellia sinensis, sendo que a diferenca entre eles consiste apenas no tipo de
processamento ao qual as folhas sdo submetidas (AHMED; STEPP, 2013). A
kombucha tem sabor refrescante, levemente gaseificado devido a fermentagéo, com
sabor acido. Ela tem se difundido devido as potenciais propriedades benéficas a
saude (LEAL et al., 2018). O cha produzido a partir das folhas da planta é a segunda
bebida ndo alcodlica mais consumida no mundo, sendo uma cultura de grande
importancia econdmica e social (SANTOS et al., 2016). O cha preto e o cha verde
utilizados para sua fermentacdo se destacam devido ao teor de cafeina que
apresentam e que € necessaria para o desenvolvimento da cultura. Porém, € possivel
obter esta bebida utilizando outras matérias-primas base nas quais a cultura
simbidtica se desenvolve adequadamente, mesmo sem a presenca de cafeina
(RODRIGUES et al., 2018).

De acordo com Belitz, Grosch e Schieberle (2009), em geral, esses chas
possuem polifendis, aminoacidos, cafeina, compostos volateis e minerais em sua

composicao. No entanto, os diferentes processos de obtencdo e as reacdes de
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oxidagao que ocorrem em alguns métodos fazem com que esses chas apresentem
uma composi¢ao quimica diferente (LEE et al., 2015).

A kombucha é preparada a partir da utilizacdo das folhas da planta, acrescido
de sacarose e um filme de celulose chamado de SCOBY (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeasts), também conhecido como “mae kombucha” (FILIPPIS et al.,
2018; CHAKRAVORTY et al., 2016; SANTOS, 2016). Esse filme de celulose é
responsavel pelo processo fermentativo, formado pela associagcdo de bactérias do
género Acetobacter e fungos Saccharomyces, acomodadas na matriz de celulose
sintetizada por bactérias acéticas (HOHMANN; KUNZ; VANDRESEN, 2020). O tempo
ideal de fermentacéao € de 7 a 12 dias e a temperatura € de 22 a 30 °C. O valor do pH
decresce ao longo da fermentagdo devido a produgdo de acidos organicos
(DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Enquanto as leveduras osmofilicas fermentam o
acucar do cha e produzem etanol, as bactérias oxidam o alcool e produzem acido
acético (TEOH et al., 2004). Outros acidos organicos sao formados além do acido
acético, como glucdnico, latico, malico, citrico e tartarico, que possuem atividade
antibacteriana e previnem a contaminagdo da kombucha por bactérias patogénicas
(NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017; LEAL et al., 2018).

As propriedades medicinais assim como 0s componentes bioativos sdo muito
conhecidos, sua composi¢cao quimica é bastante variavel em fungcdo do tempo,
temperatura de fermentacao, quantidade de agucar, tipo de cha e os microrganismos
presentes na cultura. Os acidos organicos, vitaminas e polifendis estao presentes em
grande parte das kombuchas estudadas (PETRY; WESCHENFELDER, 2020).

3.3.1 Beneficios da kombucha

Varios beneficios para a saude humana s&o atribuidos a kombucha
(JAYABALAN et al., 2014). Estudos comprovaram suas propriedades antibacterianas,
antioxidantes, antidiabéticas, bem como sua capacidade de reduzir a concentragao
de colesterol, apoiar o sistema imunoldgico e estimular a desintoxicagao do figado
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018; KAPP; SUMNER, 2019). A bebida Kombucha
também apresenta minerais originarios principalmente do cha (potassio, manganés,
ions de fluor), vitaminas (E, K, B), aminoacidos (especialmente teanina, um derivado
da glutamina), bem como outros compostos que sdo formados como resultado de

inumeras reagdes que ocorrem durante a fermentacio do cha. Durante a oxidagao de
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compostos polifendlicos, catequinas, flavondides e outros compostos com beneficios
para a saude do organismo sao formados (VILARREAL-SOTO et al., 2018).

Um dos compostos caracteristicos antioxidantes que a kombucha possui é a
vitamina C, que se mostra uma poderosa propriedade de eliminagcao contra os radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (VITAS et al, 2013). Em um estudo realizado
por Jakubczyk et al. (2020), para mensurar as propriedades antioxidantes da bebida,
foi feito uma comparacao entre o cha verde e o cha preto, em que o cha verde
demonstrou uma quantidade maior de antioxidantes em relagdo ao cha preto, sendo
observado logo no primeiro dia um valor alto.

Os microrganismos presentes nessa bebida ndo sé atuam como probidticos,
mas a microcelulose que também esta presente, atua no crescimento das bactérias
benéficas ja existentes no intestino (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Além disso,
produzem um coquetel de diversos metabdlitos, e é rico em fibras, acidos organicos e
aminoacidos, especialmente, em lisina, vitaminas, antioxidantes, enzimas e
elementos essenciais como Na, K, Ca, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn (JAYABALAN, 2010).

3.3.2 Atividade antimicrobiana

A Kombucha tem sido amplamente estudada por muitos pesquisadores devido
sua atividade inibitéria sobre muitos microrganismos patogénicos (JAYABALAN et al.,
2014; VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

De acordo com Battikh et al. (2012), varios estudos ja foram relatados para
indicar que a kombucha exerce atividade antimicrobiana contra Helicobacter pylori,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens,
Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enteritidis e Escherichia coli. Pesquisas
sobre o kombucha demonstraram sua eficacia antimicrobiana contra bactérias
patogénicas gram-positivas e gram-negativas. A atividade antimicrobiana da
kombucha é atribuida principalmente aos acidos organicos, particularmente acido
acético, proteinas abundantes e catequinas. Uma vez que o acido acético e as
catequinas sao conhecidos por inibir microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos (JAYABALAN et al., 2014).

kombucha com erva-cidreira em diferentes concentracdes de acidez, solugcbes
de acido acético, e a kombucha desnaturadas pelo calor mostraram atividades
antibacterianas contra diversas cepas selvagens testadas. Esses estudos sugerem a

atividade antimicrobiana contra as cepas de bactéria Gram-negativas. Demonstram
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também que algumas amostras de Kombucha em solu¢gdes de acido acético
reduziram o crescimento de algumas bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
equorum, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus sp. e Listeria. (LYNCH et al., 2019).

Em estudo desenvolvido por Bhattacharya et al. (2016), eles observaram a
eficacia da kombucha, contra Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e
Salmonella typhimurium, seguido pela identificagcdo dos componentes antibacterianos
presentes na bebida. A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacao
do diametro da zona de inibicdo, concentracdo inibitéria minima e concentragao
bactericida minima. A Kombucha fermentada por 14 dias, mostrou atividade maxima
contra as cepas bacterianas.

Outros autores observaram os mesmos resultados em suas analises, podendo
observar atividade antimicrobiana em infusbes fermentadas de kombucha contra
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram- negativas testadas, além de efeito
inibitério do crescimento de cepas de fungos, como Candida spp. (ROSSETO;
MIKCHA, 2018; VILLARREAL-SOTO et al., 2020; TRAN et al., 2020).

Autores analisaram a segunda fermentagdo da kombucha com hibisco, onde
encontraram uma notavel atividade antifungica. Mazuchi-Brizzott et al. (2021)
avaliaram a atividade antifungica da kombucha com hibisco para o fungo T. rubrum,

onde obtiveram bons resultados de inibicdo com esse composto.

3.4 Hibisco

O hibisco (figura 1) destaca-se por ter varias utilidades como hortalica,
medicinal e ornamental, sendo assim uma fonte de renda para numerosas familias
que dela tiram seu sustento. A mesma pertence a familia das Malvaceas, do género
Hibisco, que compreende cerca de 200 espécies de plantas. Concretamente, sabe-se
que sua distribuicdo abrange os continentes Africanos, Asiatico, Europeu e
Americano. E conhecido popularmente como hibisco, Hibiscus, rosélia, groselha,
azedinha, quiabo azedo, caruru-azedo, caruru-da-guiné e quiabo-de-angola
(BARRETTO et al., 2014). Trata-se de uma planta adaptada ao clima quente, que se
desenvolve bem em temperatura superior a 21 °C e 35 °C, cultivada em uma ampla
faixa de condigbes ambientais. Com isso, torna-se mais adequado para seu cultivo,
as regides quentes e com precipitagdes anuais bem distribuidas, sendo prejudicado
por épocas frias e secas (BARRETTO et al., 2014).
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Figura 1- Flor do hibisco natural e desidratado

Fonte: Freepik company (2022).

As plantas medicinais se tornaram fonte riquissima para descobertas de novos
antibacterianos, devido ao alto indice de resisténcia bacteriana aos farmacos ja
existentes, sendo constatado que o Hibiscus sabdariffa L. possui propriedades
antimicrobianas em confronto com bactérias de padrao internacional (MACIEL et al.,
2012).

Existem varios estudos que revelam a presenga de compostos como
antocianinas, compostos fendlicos e fitoquimicos com propriedades antimicrobianas
em varias partes da planta (SORACHAI et al., 2011). Alguns autores, como Chao e
Yin (2009), relatam uma possivel relacdo entre a quantidade de antocianinas e a
atividade antimicrobiana do hibisco. As pesquisas sobre a atividade antibacteriana
desta variedade foram caracterizadas frente a diversos microrganismos com
resultados satisfatérios (MACIEL et al., 2012).

Em um levantamento feito por Gautam, Saklani e Jachak (2007) de espécies
vegetais com agado antibacteriana promissora estava o Hibiscus syriacus, onde o
extrato aquoso desta planta demonstrou atividade antibacteriana em ensaios de
diluicdo em caldo contra o microrganismo Mycobacterium tuberculosis.

O extrato aquoso e o etandlico do hibisco sado utilizados em sistemas
alimentares para prevenir a contaminagao bacteriana (FAROMBI e FAKOYA, 2005).

Estudos mostraram que o extrato aquoso do hibisco inibe varias bactérias hospitalares
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infecciosas como Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (LIU; TSAO; YIN
2005).

Olaleye (2007) testou o extrato alcodlico de calices de Hibiscus sabdariffa L.
como um agente antibacteriano frente aos microrganismos: Staphylococcus aureus,
Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia mascences, Clostridium
sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Pseudomonas
fluorescence. O extrato obteve uma excelente atividade antibacteriana frente aos

microrganismos testados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Producao da kombucha
4.1.1Fermentacédo 1 (F1)

Para a F1 foi utilizado cha verde (folhas desidratadas de Camellia sinensis),
adquiridas no mercado local de Campo Mourdo-PR, agucar cristal, SCOOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), obtido por doagéao; starter (F1 anterior). A
F1 ocorreu em frasco de 3 L, tampado com guardanapo de papel, preso por elastico.

Para o preparo da F1, inicialmente 1 L de agua filtrada sem cloro foi aquecida
a 93 °C, a qual foi adicionado 12,5 g de cha verde (5 g/L) para preparar 2,5 L de
kombucha, seguido por repouso de 15 minutos. Apos peneirado, acrescentou-se
agucar (50 g/L) a infusédo, e completou-se o restante de agua (1,25 L) em temperatura
ambiente, e por fim, 250 mL de starter com SCOBY foi adicionado. O pote foi tampado
com papel toalha preso por elastico e acondicionado por sete dias em local escuro e

seco, para ocorrer a fermentacao.

4.1.2 Fermentacéao 2 (F2H)

Ap0s a finalizagao da primeira fermentacao, retirou-se o SCOBY presente na
F1, em seguida, coletou-se 600 mL do liquido da primeira fermentagéo, e separou-o
em duas garrafas plasticas com tampa e adicionou-se 7,5 g da planta Hibiscus
sabdariffa L. desidratada (2,5% de 300 mL de kombucha), adquirida no mercado local

de Campo Mouréao-PR.

4.2 Produgao do cha de hibisco

Inicialmente, a agua filtrada sem cloro foi aquecida até 93 °C, apds adicionou-
se 3,75 g de Hibiscus sabdariffa L. desidratada (2,5% de 150 mL de agua).

4.3 Produgao do meio de cultura com o cha e os fermentados de kombucha

Preparou-se 1 L de meio de cultura, utilizando 42 g de BDA desidratado (Agar
Batata Dextrose) e 1 L de agua destilada obtidos no laboratério de microbiologia da
UTFPR- CM. A mistura foi aquecida até a dissolugcao do agar.

Para se obter concentracdes diferentes, efetuou-se o fracionamento da F1, da

F2H e do cha de hibisco em meio de cultura, formando 4 concentra¢des (50%, 25%,



21

12,5% e 6,25%) para cada um. Inicialmente adicionou-se em frascos de vidro
esterilizados, 50% (125 mL), 75% (187,5 mL), 87,5% (218,75 mL) e 93,75% (234,4
mL) de meio de cultura. Nesses frascos foram adicionadas respectivamente 50% (125
mL), 25% (62,5 mL), 12,5% (31,25 mL) e 6,25% (15,62 mL) de cha de hibisco, F1 e
F2H, formando assim, 4 frascos com 250 mL de meio de cultura com concentracoes
diferentes para cada um dos chas, sendo eles cha de hibisco, F1 e F2H, logo

totalizando 12 frascos.

4.3.1 Esterilizagao da F1 e meio de cultura com (F1)

Os frascos com os meios de cultura com F1 foram colocados na autoclave
vertical a 121 °C por 15 minutos para se obter a esterilizagdo. Em seguida, aguardou-
se até que o conteudo dos frascos estivesse uma temperatura em torno de 45 °C e
assim verte-los em placas de Petri estéril, sendo 12 placas por frasco, totalizando 48
placas de Petri (9 cm de didmetro) previamente identificadas e esterilizadas.

A fermentagdo 1 pura foi armazenada em pote de vidro com tampa e
esterilizadas pelo mesmo método acima para ser aplicado posteriormente no

morango.

4.3.2 Esterilizacdo do cha e a F2H

Para obter a esterilizacdo desses compostos foi necessario utilizar o método
de filtragdo por membrana. Realizou-se a filtragdo de 150 mL que foram colocadas em
um vidro com tampa previamente esterilizado. Apés misturou-se o meio (esterilizado
em autoclave) com cha de hibisco e a F2H esterilizados, em seguida verteu-os em
placas.

Também foi realizada a mesma esterilizacdo por membrana nesses

compostos para aplica-los nos morangos.

4.4 Inoculacao do fungo aos meios de cultura

O fungo utilizado foi o Botrytis cinerea CCT 1251 da colecdo André Toselo
armazenado no laboratério de microbiologia da UTFPR-CM. Para as inoculagdes,
utilizou-se a metodologia de disco de micélio descrita por Migliorini et al. (2016) com

algumas modificacdes.
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Inicialmente se fez necessario a ativagdo do fungo, inoculado-o em placas
com meio BDA por 7 dias. Posteriormente, inoculou-se o fungo ao meio preparado
com concentragdes diferentes dos fermentados de kombucha e do cha de hibisco, a
fim de avaliar seu crescimento micelial. A cada meio de cultura foram adicionados

discos de micélio de 5 mm de didmetro de B. cinerea cultivado em BDA.

4.5 Aplicagao do cha e dos fermentados da kombucha no morango

A aplicagéo dos tratamentos na superficie dos morangos, ocorreu por meio da
utilizagcao do cha de hibisco e fermentados de kombucha (F1 e F2H) (produzidos em
meio aquoso), e a utilizagcdo de um controle (morangos in natura, ou seja, sem
aplicacdo de nenhum tratamento), a fim de comparar o desenvolvimento da
deterioracdo no morango.

Os morangos foram selecionados visualmente na camara de fluxo laminar
para os trés tratamentos e o controle, sendo escolhidos os mais parecidos em
tamanho e cor.

Posteriormente, os morangos foram tratados em cha de hibisco e fermentados
da kombucha, onde foram submersos por 30 segundos, seguidos de repouso em
peneiras por 35 minutos a temperatura ambiente, dentro da camara de fluxo laminar
para secagem. Apdés secagem completa da superficie do fruto, estes foram
transferidos para caixas plasticas de polietileno tereftalato (PET) com tampa. Em

seguida, armazenados na geladeira com temperatura em torno de 12 °C.

4.6 Avaliacao visual do crescimento do fungo

O crescimento do fungo foi avaliado visualmente em placa de petri apds sete
dias de incubagao, onde realizou-se a medicdo (com o auxilio de uma régua) do
crescimento micelial.

Os morangos foram avaliados visualmente quanto ao surgimento de

deterioragao fungica de trés em trés dias, durante seis dias.
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5 RESULTADOS

Para determinar a acao inibidora da F1, F2H e do cha de hibisco, cada um
dos trés foi dividido em quatro concentragcbes (50%, 25%, 12,5% e 6,25%) e os
didametros do crescimento micelial para cada uma foram medidos (tabela 1). Utilizando

esses diametros e a Equagao 1, encontrou-se a porcentagem de inibicdo, expressas
na Tabela 1.

e ey~ Diametro de Crescimento micelial
Porcentagem de inibigio (%) = 100 — (100 * — ) (1)
Diametro do controle

Tabela 1- Didametro do crescimento micelial e porcentagem de inibicido em cha de hibisco e

fermentados de kombucha

Diametro (cm)* e Porcentagem de inibicao(%)

50%** 25%** 12,50%** 6,25%**  CONTROLE
(em) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
F1 1 89 48 467 74 178 78 133 9 0
F2H 37 589 72 20 78 133 82 89 9 0
CHA DE HIBISCO 71 211 79 122 88 22 9 0 9 0

Notas: (*) Didametro micelial do B. cinerea em centimetros;
(**) Concentragdes dos compostos;

Fonte: Autoria prépria (2022)
Nas figuras (2) e (3), observa-se o controle em sua viséo reversa e frontal,
respectivamente, onde o fungo B. cinerea preenche a placa toda (9 cm de diametro)
com meio de cultura BDA controle (puro).

Figura 2- Visao reverso do B. cinerea em meio BDA

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Figura 3- Visao frontal do B. cinerea em meio BDA

Fonte: Autoria propria (2022)

Estudos vém sendo desenvolvidos para determinar quais compostos
presentes na kombucha proporciona sua acdo antimicrobiana, como o estudo
proposto por Bhattacharya et al. (2016), onde eles observaram a eficacia da
kombucha, contra alguns microrganismos, seguido pela identificacdo dos
componentes antibacterianos presentes na bebida, encontrando que os possiveis
compostos séo os fendlicos, flavondides, acidos organicos e o acetato de etila.

Esse trabalho busca resultados da kombucha contra o fungo B. cinerea, onde
temos visao reversa (figura 4) e frontal (figura 5) do fungo na F1, em suas quatro
concentragdes. Observa-se que a concentragdo de 50% gerou o resultado mais
satisfatorio contra o crescimento micelial do fungo. Quando as figuras (4) e (5) sé&o
avaliadas em conjunto com a Tabela 1, vemos que foi uma inibicdo de 88,9 %. A
segunda melhor foi a concentragdo de 25 %, que também gerou uma inibigao
consideravel e visivel, sendo ela de 46,7 % como expresso na Tabela 1.

As concentracdes de 12,5 % e 6,25 % também tiveram inibi¢cdes, porém foram
pequenas e de resultados aproximados, sendo elas 17,8% e 13,3% respectivamente,

tornando essas concentracdes menos satisfatérias que as outras.
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Figura 4- Visao reverso da colonia na F1 da Kombucha

F125%

112
Fonte: Autoria propria (2022)

F16,25%

Figura 5- Visao frontal da colénia na F1 da Kombucha

Fonte: Autoria prépria (2022)

Yuniarto, Anggadiredja e Agidah (2016) avaliaram a atividade antifungica da
kombucha realizada com cha preto em diferentes tempos de fermentacédo contra
fungos patogénicos prejudiciais a saude humana, sendo eles M. gypseum, C. albicans
e A. flavus, utilizou-se a técnica de disco difusdao, onde encontraram halos de inibicao
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promitentes. Logo, afirmaram que a kombucha tem uma genuina atividade antifungica,
mas que essa diminui conforme o tempo de fermentagdo aumenta. Neste trabalho foi
analisado a kombucha com fermentacao de 7 dias, obtendo bons resultados, assim
como o apresentado por Yuniarto, Anggadiredja e Agidah (2016) na fermentacgéo de
7 dias.

Estudos realizados por Cetojevié-Simin et al. (2008) e Vukmanovi¢ et al.
(2022), evidenciaram resultados de inibicdo testando a kombucha para alguns
microrganismos Gram positivos e Gram negativos, sendo alguns deles Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (bactérias esporogénicas), onde o didmetro
da zona de halo apresentou resultados de inibicdo satisfatério, quando compararam
essas inibicdes com acido acético, concluiram que esse acido presente na kombucha
€ um dos principais compostos geradores de inibicdes em microrganismos.

Battikh et al. (2012) estudaram a kombucha comparando a realizagcéo dela
com cha verde e cha preto, e sua atividade antifungica. Onde eles exerceram grande
atividade antifungica contra uma ampla gama de candida patogénica envolvida em
varias candidoses. Porém, um maior potencial antifungico foi visto na kombucha com
o cha verde. Os autores além de apontar a atividade antifungica, também
demonstraram resultados sobre possibilidade de existirem outros compostos
envolvidos na atividade antifungica e antibacteriana da kombucha, além do &cido
acético ou acidos organicos. Sugeriram que esses compostos podem ser
componentes biologicamente ativos, como bacteriocinas, proteinas e enzimas, além
dos compostos fendlicos derivados do cha.

Alguns autores realizaram estudos sobre o hibisco revelando a presenca
compostos que possivelmente atuam na atividade antimicrobiana, como Chao e Yin
(2009), que utilizaram o calice de hibisco tanto alcodlico, quanto aquoso e acido
protocatecuico contra bactérias, e relataram uma possivel relagao entre a quantidade
de compostos fendlicos, antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.
Sugerem ainda que assim como extrato etandlico, quanto o acido protocatecuico séo
capazes de ser agentes eficientes para uso como aditivos alimentares para evitar a
contaminagao por bactérias (YIN e CHAO, 2008).

Logo nas figuras (6) e (7), contempla-se resultados de inibicdo do fungo
inoculado na F2H (fermentagdo da kombucha com hibisco), onde a maior inibigao

ocorreu na concentragdo de 50% de F2H, sendo sua porcentagem de inibicado de
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58,9% (Tabela 1) quando comparada ao controle. Seguida da concentragao de 25 %,

que obteve 20% de controle de crescimento micelial, como observado na Tabela 1.
Ja as concentracdes de 12,5 % e 6,25 % tiveram pouca reagao ao impedir o

crescimento micelial, sendo elas 13,3% e 8,9% respectivavemente, essas

concentragdes foram menos satisfatérias que as outras.

Figura 6- Visdo reverso do fungo na F2H da kombucha

Fonte: Autoria propria (2022)
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Mazuchi-Brizzott et al. (2021) avaliaram a atividade antifungica da kombucha
com hibisco para o fungo T. rubrum, os resultados mostraram valores de concentragéo
inibitéria minima do extrato de Kombucha contra as linhagens de T. rubrum de 62,5
Mg/mL e de concentragao fungicida minima de 125 ug/mL. Apesar da metodologia
utilizada ter sido diferente da exposta neste trabalho, foram encontrados resultados
positivos de atividade antifungica.

Estudo realizado por Reis, Azevedo e Casteluber (2021), pela concentragao
inibitéria minima (CIM) utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo eles avaliaram
atividade antifungica dos extratos de Ruta graveolens, Pelargonium graveolens e
Hibiscus cannabinus contra o crescimento de Candida albicans, comparando a
eficacia desses extratos vegetais com fluconazol . Onde o extrato de Hibiscus
cannabinus demonstrou capacidade de inibir a propagagao fungica de C. albicans,
porém de forma menos eficiente quando comparados ao medicamento usado no
tratamento (fluconazol).

Esse estudo utilizou o cha do Hibiscus sabdariffa L contra o fungo B. cinerea.
Onde contemplou-se os seguintes resultados expressos na Tabela 1 e nas figuras (8)
e (9), o cha concentrado em 50% obteve uma porcentagem de inibicao(Tabela 1) de
21,1%. Seguida da concentracao de 25 % que foi de 12,2%. Ja a concentracao de
12,5 %, teve uma inibicdo minima de 2,2 % quase invisivel a olho nu, e a concentracao
de 6,25% nao teve nenhuma acao contra o crescimento micelial quando comparado

ao controle.

Figura 8- Visdo reverso do fungo no cha de hibisco

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Figura 9- Visao frontal do fungo no cha de hibisco

12,5%
Fonte: Autoria prépria (2022)

Autores como Hemaiswarya et al. (2009) e Goussous et al. (2010)
apresentaram que o extrato aquoso de H. tiliaceus (50 mg-mL™") e H. sabdariffa (0,5
g de po de planta seco mL™" de meio) promovem uma inibigdo total in vitro do
crescimento micelial de Aspergillus niger e Alternaria solani, respectivamente.

Vale ressaltar que alguns autores encontraram resultados satisfatorios no
estudo da atividade antibacteriana das espécies de hibisco existentes, trabalhando
com o hibisco em solugado alcodlica, sobre cepas de Staphylococcus aureus,
Salmonella Enteritidis, Clostridium sporogenes, Escherichia coli e Bacillus cereus. Os
resultados apresentaram niveis de inibicdo contra esses microrganismos,
demonstrando atividade antimicrobiana (FULLERTON, 2001; LIU; TSAO; YIN, 2005;
MACIEL et al., 2012).

De maneira geral, quando compara-se a F1, a F2H e o cha de hibisco,
observamos que a melhor inibigdo ocorreu na F1, seguido da F2H e por ultimo o cha
de hibisco apresentou menor inibigdo. Ainda, pode se perceber que quando o hibisco
foi misturado a kombucha (F2H), seu efeito de inibicdo do crescimento micelial foi
potencializado pela kombucha.

Segundo Elmanama, Alyazji e Abu-Gheneima (2011), o extrato aquoso de H.
sabdariffa (250 mg.mL™" de extrato bruto) apresentou 1,4 vezes mais atividade
antimicrobiana contra o crescimento in vitro de Escherichia coli do que o extrato
metanalico, e 30 vezes mais do que a gentamicina ou amicacina como medicamentos

comerciais. Além disso, quando o extrato aquoso de H. sabdariffa foi misturado com



30

fluconazol, seu efeito fungicida aumentou 30 vezes em comparagao com o fluconazol
sozinho.

Para observar como a F1, F2H e o cha de hibisco se comportam em relagao
a deterioragéo visual em frutas, aplicou-as diretamente ao morango e inseriu-os em
potes plastico e armazenou-os em uma temperatura de 15 °C por 6 dias, observando-
as de 3 em 3 dias. Em relagao aos tratamentos dos morangos com F1, F2H e cha de
hibisco, podemos observar na Figura 10, que demonstra o tempo zero imediatamente
apos a aplicagdo dos tratamentos, os morangos nao apresentavam nenhum sinal

visivel de deterioragao.

Figura 10- Morangos tratados no tempo zero de armazenamento

Fonte: Autoria prépria (2022)
No terceiro dia (figura 11), a partir do tratamento, os morangos comegaram a

apresentar os primeiros sinais de deterioragado fungica. Naqueles tratados com F1

identificou-se uma média de 3 pontos de deterioragdo; com F2H observou-se em torno
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de 2 pontos de deterioragdo; com cha de hibisco 1 ponto de deterioracdo. Nos

morangos controle (sem tratamento) de 3 a 4 sinais de deterioracao.

Figura 11- Morangos tratados apés 3 dias de armazenamento

Fonte: Autoria prépria (2022)

Apos seis dias de armazenamento a 15 °C (figura 12), observou-se aumento
do processo de deterioracdo em todos 0s morangos, representados por crescimento
dos pontos inicialmente visualizados. Comparando visualmente todas as amostras
tratadas com o controle, observa-se que os morangos tratados com cha de hibisco
apresentaram menor deterioragdo, seguido daqueles tratados com F2H. Ja os
morangos tratados com F1 expressaram pouca inibicdo da deterioragdo, semelhante
ao que ocorreu com 0s morangos denominados controle.

Vale lembrar que esses resultados foram obtidos de modo visual, a olho nu, e
que estudos quantitativos futuros poderao ser realizados.
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Figura 12- Morangos tratados apos 6 dias de armazenamento

Fonte: Autoria prépria (2022)

Ventura-Aguilar et al. (2018) concluiram que Hibiscus sabdariffa L. foi eficaz
contra Colletotrichum fragariae, quando aplicado ao morango 0 mesmo manteve a
aparéncia e as propriedades do morango, além de aumentar sua capacidade
antioxidante. Por tanto, o hibisco demonstra capacidade de ser uma tecnologia pos-
colheita eficaz para o controle de microrganismo (VENTURA-AGUILAR et al., 2018).
Logo observamos um pouco disso no nosso estudo visual, onde ele foi o que mais se
destacou ao controle de deterioracéo da fruta.

Estudos semelhantes foram realizados, utilizando outros compostos e
metodologia de aplicagdo no morango diferentes. Borges et al. (2013), concluiu que a
conservagao dos morangos se ampliou quando utilizou os revestimentos com goma
xantana e 6leo essencial de salvia, indicando boa capacidade desta associacéo para
ampliar a vida util dos produtos minimamente processados.

Leite (2021) realizou o estudo do controle da deterioracdo fungica em
morangos utilizando extratos brutos vegetais, frente ao fungo Botrytis cinerea, onde

os resultados mostraram a sinergia dos extratos com o método de refrigeracado na
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conservagao do morango, visto que portam substancias que inibe o fungo B. cinerea

causador da deterioracéo e perda dos frutos.
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6 CONCLUSAO

A inibicao de B. cinerea foi demonstrada pela redug¢ao do crescimento micelial
em BDA com concentragdes de 50%, 25%, 12,5 % e 6,25% de F1, visto que as
concentracdes de 50% e 25% apresentaram resultados mais satisfatérios, nas quais
obtiveram porcentagens de inibigdo no que diz respeito ao controle de 88,9% e 46,7%,
respectivamente.

Meio BDA com concentragdes 50%, 25%, 12,5% e 6,25% de F2H com hibisco
inibiram B. cinerea, sendo que sua inibicdo mais expressiva foi demonstrada pela
concentragdo de 50%, inibindo o crescimento micelial em 58,9% em referéncia ao
controle.

O cha de hibisco também estava nessas quatro concentragdes demonstrando
resultados menos satisfatorios que os outros, porém ainda apresentou uma pequena
inibicao consideravel na concentracao de 50 %, obtendo uma inibicdo do crescimento
micelial de 21,1% no que se refere ao controle.

Conclui-se que dos tratamentos testados, Botrytis cinerea tem crescimento
micelial inibido expressivamente, quando cultivado em BDA com kombucha (F1)
kombucha com hibisco (F2H). Logo, esses compostos naturais apresentaram agao
antifungica contra o B. cinerea, sendo possiveis agentes antifungicos naturais de
menor risco a saude humana. Porém testes mais aprofundados precisam ser
realizados para que se afirme tal alternativa.

Quando os morangos foram submersos nesses compostos, apresentaram
menor deterioragdo visual nos morangos com o cha de hibisco, seguido daqueles
tratados com F2H e F1. Outros métodos para aplicagcdo de kombucha em morangos,
tais como revestimentos com filmes, poderdo ser analisados para verificagdo da

aplicagao, buscando eficacia da acéo antifungica desses compostos nos morangos.
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