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RESUMO 

 

Introdução: A Kombucha é uma bebida que teve sua origem na Manchúria 

obtida pela fermentação do chá (Camellia sinensis) e do açúcar por uma “cultura 

simbiótica de bactérias e leveduras” (SCOBY). Esta bebida tem vários efeitos 

benéficos, incluindo atividade antimicrobiana. Devido à importância e 

prevalência das infecções fúngicas, cuja etiologia é variável quanto às espécies 

e aos perfis de suscetibilidade aos antifúngicos, a descoberta de novas 

moléculas antifúngicas é crucial. Objetivo: Este estudo teve como objetivo 

avaliar a atividade antifúngica dos extratos de Kombucha, contra agentes 

comuns de dermatofitoses bem como avaliar o efeito combinado ao fluconazol. 

Material e Métodos: O Chá preto, verde e brando de Camellia sinensis foi 

preparado como base de desenvolvimento de 20 g de SCOBY (Symbiotic Culture 

of Bacteria and Yeast) seguindo-se a incubação por 10, 20 ou 30 dias, 

considerando-se os tempos de fermentação do chá. Após, os chás foram 

filtrados através de um sistema de membranas. Os extratos foram obtidos por 

extração líquido-líquido com acetato de etila e secos em rotaevaporador. Os 

perfis cromatográficos foram determinados por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) e os testes de toxicidade foram conduzidos no modelo Galleria 

mellonella. A concentração inibitória mínima por microdiluição em caldo (CIM) 

dos extratos, foi determinada contra isolados clínicos e cepas padrões (ATCC) 

de Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton 

flocosum e Microsporum canis.  A resposta antimicrobiana combinada entre 

extratos de Kombucha e o fluconazol foi investigada através dos ensaios de
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checkerboard. Resultados: Os perfis cromatográficos demonstraram a 

presença de diferentes componentes, mas nenhuma correlação pôde ser feita 

com os valores de CIMs encontrados. O CB para todos os tempos de 

fermentação, apresentou toxicidade matando mais de 50% das larvas em cinco 

dias de incubação. Os ensaios com T. rubrum e T. mentagrophytes 

demonstraram valores de CIM entre 62,5 a 2.000 μg/mL. O chá verde e preto de 

Kombucha apresentaram os melhores resultados de CIMs após fermentação de 

10 dias. O extrato de Kombucha com chá preto, testado contra isolados clínicos 

T. rubrum, T. mentagrophytes, E. flocosum e M. canis, demonstrou valores de 

CIM entre 31,25 e 500 μg/mL. Houve ação sinérgica entre extrato de Kombucha 

em chá preto com fluconazol para os fungos T. rubrum, T. mentagrophytes e E. 

flocosum. No entanto, frente à espécie M. canis, a ação foi aditiva. Conclusão: 

Os extratos de Kombucha podem constituir uma alternativa viável para o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para dermatofitoses, uma 

vez que a resposta antimicrobiana foi efetiva.  

 

Palavras-chave: Kombucha; Atividade antifúngica; Dermatófitos; Toxicidade, 

Sinergismo.
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ABSTRACT  

 

Introduction: Kombucha is a drink that originated in Manchuria, obtained by 

fermenting tea (Camellia sinensis) and sugar by a “symbiotic culture of bacteria 

and yeast” (SCOBY). This drink has several beneficial effects, including 

antimicrobial activity. Due to the importance and prevalence of fungal infections, 

whose etiology is variable in species and susceptibility profiles to antifungals, the 

discovery of new antifungal molecules is crucial. Objective: This study aimed to 

evaluate the antifungal activity of Kombucha extracts against common 

dermatophytosis agents and the combined effect of fluconazole. Material and 

Methods: Camellia sinensis black, green and white tea was prepared as a base 

for developing 20 g of SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) followed 

by incubation for 10, 20 or 30 days, considering the tea fermentation times. 

Afterward, the teas were filtered through a membrane system. The extracts were 

obtained by liquid-liquid extraction with ethyl acetate and dried in a rotary 

evaporator. The chromatographic profiles were determined by high-performance 

liquid chromatography (HPLC) and toxicity tests were conducted on the Galleria 

mellonella model. The broth microdilution minimum inhibitory concentration (MIC) 

of the extracts was determined against clinical isolates and standard strains 

(ATCC) of Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton 

flocosum and Microsporum canis. The combined antimicrobial response between 

Kombucha extracts and fluconazole was investigated using checkerboard 

assays. Results: The chromatographic profiles demonstrated the presence of 

different components, but no correlation could be made with the MIC values 
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found. The CB for all fermentation times showed toxicity killing more than 50% of 

the larvae in five days of incubation. Assays with T. rubrum and T. 

mentagrophytes showed MIC values between 62.5 and 2,000 μg/mL. Green tea 

and Kombucha showed the best MIC results after 10-day fermentation. 

Kombucha extract with black tea, tested against clinical isolates T. rubrum, T. 

mentagrophytes, E. flocosum and M. canis, showed MIC values between 31.25 

and 500 μg/mL. There was a synergistic action between Kombucha extract in 

black tea and fluconazole for T. rubrum, T. mentagrophytes and E. flocosum 

fungi. However, against the M. canis species, the action was addictive. 

Conclusion: Kombucha extracts may be a viable alternative for developing new 

treatment strategies for dermatophytosis since the antimicrobial response was 

adequate.  

 

Keywords: Kombucha; Antifungal activity; Dermatophytes; Toxicity, Synergism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A bebida de Kombucha é obtida, originalmente, pela fermentação da 

Camellia sinensis (chá preto) adicionada ao açúcar. Acredita-se que sua origem 

tenha sido na China, por volta de 220 a.C., ganhando popularidade por suas 

propriedades desintoxicantes e energizantes.(1) O nome Kombucha é de origem 

japonesa e surgiu em 414 d.C. quando o médico Kombu tratou problemas 

digestivos do imperador japonês Inkyo. Com sabor levemente ácido, adocicado 

e carbonatado, a Kombucha é consumida mundialmente, podendo ser produzida 

em larga escala para uso comercial, ou em condições domésticas.(2,3)  

Dentre os efeitos benéficos da Kombucha, já comprovados in vitro ou in 

vivo, em modelos animais, estão: ação antimicrobiana, antioxidante e 

anticarcinogênica;(4) tratamento e prevenção da diabetes;(5) tratamento de 

úlceras gástricas;(6) redução do colesterol;(7) e efeitos imunopotenciadores.(8) 

Ressalta-se que suas propriedades benéficas são melhores, comparadas às 

infusões (no Brasil, popularmente chamadas de chás) não fermentadas 

convencionais.(9)  

A fermentação da Kombucha se dá por uma cultura iniciadora composta 

por bactérias acéticas e leveduras osmofílicas chamadas SCOBY (Symbiotic 

Culture Of Bacteria and Yeast). Sua composição é variável, dependente de 

fatores como a localização geográfica, o clima, a composição local de espécies 

de bactérias e leveduras e a origem do inóculo (Figura 1).(1,10) Os organismos 

presentes são capazes de fermentar o chá açucarado e produzir uma complexa 

gama de moléculas. Dentre elas incluem açúcares; polifenóis (como as 
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catequinas); aminoácidos (como a lisina); elementos essenciais (como sódio, 

potássio, cálcio, cobre, ferro e zinco); vitaminas hidrossolúveis (como a C, B e 

B2); enzimas hidrolíticas, dentre outros.(11) JAYABALAN et al (2014)(1) sugerem 

que o tempo de fermentação e a quantidade inicial de chá são os principais 

fatores que alteram a concentração dos componentes da bebida depois de 

pronta. 

 
Figura 1. Microrganismos presentes no SCOBY. 
 

Apesar da Kombucha ser tradicionalmente preparada pela fermentação 

do chá preto, outros tipos de ervas podem ser usados na sua fabricação, dentre 

elas, as infusões de alecrim, hibisco, erva-doce, erva-cidreira, hortelã e os chás 

verde e branco (também provenientes da Camellia sinensis). A diferença entre 

os três tipos de chás produzidos pela Camellia sinensis é no processo de colheita 

e secagem da planta: o chá verde é produzido com as folhas da planta madura 
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que são colocadas sob vapor e depois secas, não sendo necessário processo 

de fermentação, possuindo ação antioxidante e grande quantidade de cafeína. 

O chá preto é obtido das folhas velhas na qual é realizada uma drenagem interna 

sem rotação, após um processo de rotação, fermentação e por último uma 

secagem fina que produz uma grande quantidade de cafeína. Já o chá branco é 

produzido a partir das folhas novas e brotos que são colhidos antes das flores 

se abrirem sendo realizada uma vaporização parcial e secagem ao ar na luz 

natural, como não passa por processo de fermentação o chá branco não tem 

ação antioxidante. Cada tipo de chá possui diferentes componentes que podem 

alterar a composição química da Kombucha e, consequentemente, suas 

propriedades.(12) 

Apesar de toxicidade relativa à ingestão da bebida de Kombucha já ter 

sido levantada, na maioria dos casos, ela foi atribuída à produção sob condições 

inadequadas de higiene e esterilidade.(3) No entanto, mais dados são 

necessários para avaliar se há contraindicações. 

No panorama atual de Saúde Pública, com números crescentes de 

indivíduos susceptíveis a infecções, a atividade antimicrobiana da Kombucha 

merece maior apreciação. Há atividade antibacteriana comprovada sobre muitas 

espécies causadoras de infecções, como: Shigella spp., Salmonela spp., 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.(13-15)  

No contexto das infecções fúngicas, o fardo global gerado, vem 

aumentando, dado ao crescente número de indivíduos em risco. Alguns dados 

da literatura demostraram que as bebidas de Kombucha podem exercer 

atividade antifúngica contra Candida spp. envolvidas em vários tipos de infecção, 
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como C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis.(12,15) Acentuada atividade inibitória 

contra Microsporum spp. e Malassezia spp., dois gêneros comuns de micoses 

superficiais em humanos e animais domésticos foram demonstradas.(16-18) 

YUNIARTO et al (2016)(18) também relatam ação da Kombucha sobre Aspergillus 

flavus, um fungo comum no ambiente, causador de infecções oportunistas, 

especialmente, em indivíduos imunocomprometidos. Nenhum relato foi 

encontrado sobre a ação da Kombucha sobre biofilmes. Estas comunidades 

microbianas, que se aderem a superfícies como cateteres, dentes, ou até mesmo 

tecidos celulares, dificultam a ação dos antimicrobianos convencionais, usados 

na prática clínica. 

A maioria dos trabalhos avaliaram a atividade antimicrobiana da 

Kombucha pelo método de difusão em ágar. O método gold standard para 

avaliação da atividade de um composto, com ação antifúngica, é a microdiluição 

em caldo, que fornece dados qualitativos e quantitativos mais precisos e 

confiáveis. 

A atividade antimicrobiana da Kombucha é resultado de componentes 

biologicamente ativos formados na fermentação e os efeitos positivos de 

diferentes chás, ou infusões, podem ser otimizados pela associação com a 

Kombucha.(12) Isto evidencia a importância de se estudar variações da bebida de 

Kombucha e não somente o tradicional chá preto. 

Portanto, os efeitos relacionados a bebida de Kombucha estão 

diretamente associados à composição química do chá ou infusão e a 

concentração do complexo de biomoléculas produzidas pelos microrganismos. 

Dada a dificuldade de entender a complexidade da atividade do SCOBY, que 
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envolve uma multiplicidade de bactérias, leveduras e a composição química 

variável dos chás ou infusões, novas pesquisas são necessárias para entender 

o comportamento destas interações, ampliando a gama de benefícios atribuídos 

a esta bebida.(2)  

 

1.1 OBJETIVOS GERAIS 

Dada a importância de promover novas alternativas que sejam eficientes 

e menos tóxica que os medicamentos disponíveis, melhorando o gerenciamento 

e prevenção de doenças fúngicas, o objetivo do presente estudo foi estabelecer 

a avaliação da atividade antifúngica dos extratos da Kombucha em células 

planctônicas e verificar a toxicidade nos diferentes chás. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Preparar a Kombucha com o chá preto, chá branco e chá verde; 

2. Determinar o perfil químico dos chás preto, verde e branco puro e com 

fermentação da Kombucha;  

3. Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos obtidos 

em cada chá em células planctônicas de isolados clínicos e de referência 

(ATCC) de Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, 

Epidermophyton flocosum e Microsporum canis; 

4. Avaliar, in vitro, a atividade integrada se sinérgica, antagônica, indiferente 

e aditiva dos extratos de cada chá da Kombucha com fluconazol; 

5. Avaliar a toxicidade dos extratos da Kombucha obtidos da fermentação 

de cada chá. 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente, há uma dificuldade muito grande em desenvolver novas 

drogas antifúngicas e são cada vez mais frequentes os relatos de cepas 

resistentes aos poucos fármacos disponíveis. Este projeto teve o potencial de 

promover novas alternativas que sejam eficientes e menos tóxicas às drogas 

disponíveis, melhorando o gerenciamento e prevenção de doenças fúngicas.  

Apesar da Kombucha ser amplamente difundida e de haver relatos de 

seus benefícios, falta aplicabilidade destes compostos e como eles podem ser 

usados de forma sistemática. A maioria dos estudos relacionados à Kombucha 

preconizam seu uso como bebida e não exploram o uso de seu extrato em outras 

aplicações, como este projeto estudou. 

Em um projeto piloto, observou-se que a Kombucha feita a partir do 

hibisco possui atividade antifúngica contra Trichophyton rubrum, um importante 

causador de micoses superficiais. Dois tempos de fermentação foram testados, 

fator este que mostrou ter grande influência na atividade do extrato. Com 10 dias 

de fermentação, a CIM do extrato de Kombucha de hibisco contra o fungo em 

questão foi de 500 μg/ml. Com o tempo aumentado para 20 dias, a CIM foi de 

apenas 62,5 μg/ml.  

Ao comparar as atividades de diferentes extratos de Kombucha frente a 

essa e outras espécies fúngicas, que comumente causam infecções, 

determinou-se qual é o melhor chá a ser utilizado como substrato para que haja 

máxima atividade antifúngica e maior produção de compostos, que possam ser 

utilizados com fins terapêuticos ou industriais, com possibilidade futura de gerar 
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novos sistemas de tratamento menos tóxicos e eficientes para o tratamento de 

infecções fúngicas, especialmente, das cepas multirresistentes. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

O projeto foi divido em duas etapas: na primeira etapa foi preparado os 

três tipos de chás: chá preto (CP), chá branco (CB) e o chá verde (CV) nos 

diferentes tempos de fermentação (10, 20 e 30 dias), com análise do perfil 

químico, toxicidade no modelo Galleria mellonella e teste de suscetibilidade 

antifúngica, com concentração inibitória mínima (CIM) contra Trichophyton 

rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Após a análise dos resultados obtidos, 

a segunda etapa foi executada com o melhor chá, identificando o melhor tempo 

de fermentação, seguindo-se com os testes de CIM frente aos fungos 

dermatofitos: T. rubrum, T. mentagrophytes, Epidermophyton flocosum e 

Microsporum canis (cinco cepas clínicas de micoses superficiais e subcutânea e 

uma ATCC) (ANEXO 1). A avaliação da interação entre os extratos do chá da 

Kombucha e fluconazol (checkerboard) constituiu o ensaio de interesse visando 

trazer alternativas terapêuticas mais efetivas. 

  

3.1 OBTENÇÃO DO SCOBY DA KOMBUCHA 

O SCOBY de Kombucha foi doado pela Casa Amarela Produtos Naturais 

(São José do Rio Preto, SP, BRASIL). Ele foi mergulhado em 1 litro de água 

destilada estéril com 20g de sacarose (Synth, Diadema, SP, BRASIL), e a cada 

7 dias, por 1 mês, esse procedimento foi repetido, com a finalidade de retirar os 
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resquícios dos componentes primários do meio onde foi produzido. Este SCOBY 

foi fragmentado e 20g foram colocados nos respectivos chás: preto – Camellia 

sinensis (L.) Kuntze (Amaya Chás®, Registro, SP, BRASIL); branco – Camellia 

sinensis (L.) Kuntze (Kampo de Ervas®, Ribeirão Preto, SP, BRASIL) e verde – 

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Kampo de Ervas®, Ribeirão Preto, SP, BRASIL). 

Todos os chás foram incubados a 25ºC, por 20 dias, para fermentação inicial, e 

foram utilizados para inocular novas fermentações (arranque) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. (a) Imagem da lavagem do disco de Kombucha. (b) Imagem do 

arranque que será utilizado para preparação dos chás do processo de 

fermentação da Kombucha.  

Fonte: elaborada pela autora 

 

3.2 PREPARAÇÃO DOS CHÁS E O MÉTODO DE CULTIVO DA KOMBUCHA 

A preparação de cada chá e método de cultivo foi baseado no protocolo 

de Chen et al (2000) com modificações.(19) Quatro gramas (4g) de chá preto (CP), 

chá branco (CB) e chá verde (CV) foram fervidos separadamente em 450mL de 

água mineral estéril, por 5 minutos, e coados em papel filtro estéril, em seguida, 
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o volume foi ajustado para 800mL, com água mineral estéril a temperatura 

ambiente. Este procedimento foi realizado em triplicata, para cada chá. Após a 

preparação do chá, foram adicionados em cada béquer: 80g de sacarose, 160mL 

de arranque e 20g do SCOBY do respectivo chá. A incubação foi realizada, em 

estufa, a 25ºC. Para cada chá foram preparados 4 béqueres, três foram 

incubados nos seguintes tempos: 10 dias, 20 dias e 30 dias e o quarto béquer, 

chamado de chá puro, foi preparado nas mesmas condições, porém não foi 

colocado o SCOOBY para fermentação (Figura 3). O chá puro após preparado 

já foi filtrado e, seguiu-se para as etapas de separação líquido-a-líquido e 

secagem em evaporador rotativo. 

 

 

Figura 3. (a) Chá fervido com 80g de sacarose. (b) Arranque que foi adicionado 

160mL à imagem A. (c) Chá preto com 160mL do arranque e 20g do SCOBY. 

(d) Incubação dos chás a 27ºC pelo tempo de 10, 20 3 30 dias de fermentação. 

Fonte: elaborada pela autora 

  

3.3 FILTRAÇÃO EM SISTEMA MILLIPORE® 
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Após o término da incubação, o pH das fermentações foi medido com fita 

indicadora de pH (MColorpHast, Merck, DERMSTADT, ALEMANHA) e o SCOBY 

pesado para verificação da diferença da massa inicial e a massa final, seguindo-

se para filtração no Sistema MILLIPORE®, com membrana Millipore de 0,2 µm 

(Figura 4). 

 

 

Figura 4. Filtração do chá após o tempo de incubação (10, 20 e 30 dias) em 

Sistema MILLIPORE® com membrana Millipore de 0,2 µm. 

Fonte: elaborada pela autora 

 

3.4 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS DA KOMBUCHA 

A obtenção dos extratos da Kombucha, seguiu a metodologia proposta 

por Mahmoudi et al (2016) com modificações.(17) Os 800mL de cada chá de 

Kombucha filtrados foram submetidos à extração líquido-líquido, adicionando-se 

96mL de acetato de etila (Synth, Diadema, SP, BRASIL), como contra-fase. O 

procedimento foi repetido duas vezes para cada chá, permitindo, assim, a 
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extração total dos metabólitos da Kombucha. A fase acetato de etila foi 

submetida a evaporador rotativo até secura total, para concentração do extrato 

purificado (Figura 5). 

 

 

Figura 5. (a) Extração líquido-a-líquido com acetato de etila. (b) Fase acetato no 

evaporador rotativo para secura do extrato. (c) Extrato seco e pronto para uso. 

Fonte: elaborada pela autora 

 

3.5 ANÁLISE DO PERFIL QUÍMICO DOS EXTRATOS DA KOMBUCHA 

A composição química qualitativa dos extratos da Kombucha foi analisada 

por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). A CCD foi desenvolvida em cromatoplacas de gel de sílica em 

diferentes fases móveis, compostas de misturas de hexano, acetato de etila e 

etanol. As cromatoplacas foram reveladas por exposição a ultravioleta (256 e 

365nm), bem como por anisaldeído sulfúrico. A CLAE utilizou como fase 

estacionária, coluna de octadecilsilano (C18) e fases móveis utilizando misturas 

de metanol/água ou acetonitrila/água. Para a detecção dos analitos, foi 
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empregado detector de arranjo de diodos, sendo as análises realizadas em 

comprimentos de onda (250 a 800nm). 

 

3.6 TOXICIDADE DOS EXTRATOS DA KOMBUCHA  

Para a avaliação da toxicidade dos extratos da Kombucha foram utilizados 

grupos de 10 larvas de Galleria mellonella (R.J. Mous Livebait, THE 

NETHERLANDS) de acordo com a metodologia descrita por Gottardo et al 

(2019),(20) As larvas foram separadas em placas de Petri, em estágio larvário, 

com peso entre 0,3 e 0,5g, incubadas a 37C, isoladas de luz no dia anterior dos 

experimentos. Larvas com alterações de cor, com manchas escuras ou com 

melanização aparente, foram excluídas. 

A partir da CIM obtida, as larvas foram colocadas em recipientes contendo 

os extratos isolados da Kombucha. Coloração marrom-escura e a falta de 

movimento, por toque, indicaram a morte larvária motivada pela toxicidade do 

extrato. O experimento foi conduzido em triplicata. 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DOS 

EXTRATOS DA KOMBUCHA 

A atividade antifúngica dos extratos de cada chá da Kombucha foi 

investigada por método de microdiluição em caldo, segundo protocolo Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)(21) para os fungos filamentosos. 

A concentração inibitória mínima foi calculada através da fórmula abaixo, 

considerando a porcentagem de inibição de 80%. Na qual, I = porcentagem de 
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inibição; ABS.teste = absorbância do teste; Abs.EP = absorbância do extrato 

puro; Abs.C+ = absorbância do controle positivo.  

 

I = 1 - (Abs.teste – Abs.EP)  X 100 
     (Abs.C+) 

 

3.8 AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO DOS EXTRATOS DA KOMBUCHA E 

FLUCONAZOL 

A avaliação da interação entre o extrato do chá da Kombucha e fluconazol 

(Sigma-Aldrich, DERMSTADT, ALEMANHA) foi através do ensaio de 

checkerboard baseado no protocolo (CLSI, 2012b),(22) com modificações, que 

forneceu as CIMs dos compostos isoladamente ou em associação, avaliando a 

evolução da CIM individual dos metabólitos, na presença do fluconazol, frente 

às cepas clínicas e ATCC de T. rubrum, T. mentagrophytes, Epidermophyton 

flocosum e Microsporum canis. 

Para a preparação do inoculo dos dermatófitos, culturas em ágar Batata 

Dextrose (Sigma-Aldrich, DERMSTADT, ALEMANHA) com sete dias de 

crescimento, a 35ºC, foram transferidas para uma solução salina a 0,85%, 

obtendo-se uma suspensão com transmitância em espectrofotômetro de 68% a 

70%, em comprimento de onda de 490nm. Posteriormente, foi realizada uma 

diluição 1:50, em meio RPMI obtendo-se uma suspensão de 0,4 x 104 a 5 x 104 

UFC/mL, que foi utilizada no ensaio. 

Os poços das microplacas (96 poços) foram preenchidos com 100μL de 

RPMI. Na última coluna (nº 12) foi adicionado 100μL do extrato da Kombucha a 

1000μg/mL para realização da diluição seriada, transferindo-se sequencialmente 
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100μL do poço anterior para o próximo até a coluna 2. Da mesma maneira, na 

primeira linha (A) foram adicionados 100μL de fluconazol a 128μg/mL, para 

posterior realização da diluição seriada até a linha G. Portanto, a coluna 1 

conterá apenas o fluconazol e a linha H apenas o extrato da Kombucha. No poço 

H1 foi feito o controle de crescimento fúngico. Adicionalmente, foram distribuídos 

100μL da suspensão de dermatófitos em cada poço (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Esquema de montagem da placa do teste de checkerboard com a 

diluição do extrato e do fluconazol. 

Fonte: elaborada pela autora  

 

As microplacas foram incubadas, por sete dias a 37°C. Após esse 

período, a viabilidade das células foi medida por incorporação do revelador 

Cloreto de Trifenil Tetrazólico (TTC - 100μg/mL) (MP Biomedicals, UNITED 

STATES) para visualização do crescimento fúngico. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 
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O índice de concentração inibitória fracionada (ICIF) dos extratos de cada 

chá da Kombucha com fluconazol foi obtido pela seguinte fórmula (Eq2):  

 

ICIF = (CIM fluconazol na combinação) + (CIM do extrato na combinação)  
              (CIM fluconazol isolado)                (CIM do extrato isolado) 

 

A partir do ICIF foi avaliada a interação seguindo a classificação descrita 

por Kumar et al (2012):(23) CIF ≤ 0,5 para ação sinérgica; 0,5 < CIF ≤ 1 para ação 

aditiva; 1 < CIF ≤ 2 para indiferente; CIF > 2 para ação antagônica. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 MASSA DO SCOOBY E PH 

 No término do período de fermentação de cada chá (CP, CB e CV), pesou-

se a massa do SCOBY e mediu-se o pH para verificar se houve diferença no 

início e fim do processo. Não houve alteração, do pH no início e término do 

período de fermentação (10, 20 e 30 dias) apresentando o valor de ph 3,0 para 

todos os chás.  

O chá branco foi que o apresentou maior diferença entre a massa inicial 

e final do SCOBY (Tabela 1).  
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 Tabela 1: Massa do SCOBY para diferentes chás 

Tipos de chás   F10 (g) F20 (g) F30 (g) 

Chá Preto 
mi 20 

mf 42,61 46,63 60,27 

Chá Branco 
mi 20 

mf 69,67 52,13 71,85 

Chá Verde 
mi 20 

mf 37,08 43,14 45,39 

F10: fermentação 10 dias; F20: fermentação de 20 dias; F30: fermentação 

de 30 dias; mi: massa inicial; mf: massa final; (g): gramas 

 

4.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (HPLC) DOS 

EXTRATOS DE KOMBUCHA 

 Os extratos de chá puro e de chá da Kombucha, foram submetidos à 

análise por HPLC em comprimentos entre 200 e 800nm. O comprimento de onda 

de 254nm foi selecionado, pois houve maior absorção nesta região espectral. A 

composição cromatográfica dos extratos pode ser vista na Figura 7. 
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Figura 7. Perfis cromatográficos de extratos de chá puro (sem SCOBY, sem 

fermentação) e extratos de chá da Kombucha branco (CB), preto (CP) e verde 

(CV). (a) extratos de chá puro; (b) extratos de fermentação de 10 dias; (c) 

extratos de fermentação de 20 dias; (d) extratos de fermentação de 30 dias. 

  

 A análise de HPLC para o chá branco puro (CB puro) mostrou picos 

cromatográficos maiores em tempos de retenção entre 15 e 20 min, com 

absorções máximas entre 1750 e 2000 mAU; e entre 25 e 30 min com picos de 

absorção entre 250 e 500 mAU. Nos extratos de fermentação de 10 dias (CB 

10), a análise cromatográfica mostrou picos cromatográficos em tempos de 

retenção de 10 a 15 min com absorção máxima de 400 a 500 mAU, indicando 

metabólitos mais polares, do que os observados no CB puro. Além disso, houve 

pico cromatográfico no intervalo de tempo de retenção entre 20 e 25 min, com 
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absorções máximas entre 700 e 800 mAU; e um pico no intervalo de 30 a 35 min 

com absorção máxima de aproximadamente 50 mAU. Picos cromatográficos 

observados no CB puro ocorreram no CB 10 (tempos de retenção entre 15 e 20 

min e 25 e 30 min), porém, neste último, com picos de absorção menores (Figura 

6B). 

 No chá branco Kombucha de 20 e 30 dias de fermentação (CB 20 e CB 

30), os perfis cromatográficos foram semelhantes aos CB 10. No entanto, alguns 

picos cromatográficos apareceram em tempos de retenção mais longos (35 a 65 

min), caracterizando a formação de mais metabólitos hidrofóbicos (Figuras 6C e 

6D). 

 Os perfis cromatográficos dos extratos dos outros chás foram 

comparáveis aos extratos da Kombucha do chá branco (Figura 6). Esses chás 

apresentaram composição semelhante, especialmente demonstrado pelos picos 

nos tempos de retenção entre 15 e 20 min. Além disso, esses picos foram 

consistentes em todos os extratos de chá preto e verde, após períodos de 

incubação de 10 a 30 dias. Nos extratos de chá preto e verde, assim como nos 

extratos de chá branco, períodos de incubação mais longos resultaram na 

formação de novos picos, o que é esperado devido ao processo de fermentação 

e aparecimento de metabólitos menores. Novos picos com tempos de retenção 

mais longos têm características mais hidrofóbicas, enquanto tempos de retenção 

mais curtos revelam características menos hidrofóbicas. 

 

4.3 TOXICIDADE EM GALLERIA MELLONELLA 
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 Não foi observada toxicidade superficial das larvas de G. mellonella 

banhadas com os extratos dos chás da Kombucha, ou seja, todas as larvas 

permaneceram vivas após cinco dias de incubação. 

 Para os testes de inoculação, os extratos de Kombucha em chá preto e 

verde não apresentaram toxicidade. Já os extratos do chá branco foram tóxicos, 

matando mais de 50% das larvas em cinco dias (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Avaliação da toxicidade in vivo dos extratos da Kombucha em 

diferentes chás. (%): Taxa de sobrevivência de larvas de Galleria mellonella após 

a inoculação dos extratos; Dias: os números correspondem aos dias de 

incubação das larvas; PBS: controle negativo (composto não tóxico); Composto 

tóxico: controle positivo; CP: extrato da Kombucha em chá preto; CV: extrato da 

Kombucha em chá verde; CB: extrato de Kombucha em chá branco. 

 

4.4 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS EXTRATOS DA KOMBUCHA 
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4.4.1 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS EXTRATOS DE CHÁ PRETO, CHÁ 

BRANCO E CHÁ VERDE CONTRA TRICHOPHYTON RUBRUM E 

TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES. 

 Os extratos de chá puro exibiram atividade antifúngica, com valores de 

CIM iguais para T. rubrum e T. mentagrophytes, 250μg/mL para extrato de chá 

branco e 125μg/mL para extratos de chá preto e verde (Tabela 2). Neste estudo, 

os valores de CIM dos extratos de chá Kombucha variaram de 62,5 a 

2.000μg/mL. Considerando o tipo de chá, o chá verde apresentou o menor valor 

médio de CIM, (média geométrica (MG) de 125μg/mL), enquanto o chá preto 

apresentou menor atividade (MG 222,7μg/mL). 

 Com relação ao tempo de fermentação, o período de 10 dias apresentou 

melhor atividade (MG 111,3μg/mL) apresentando as menores CIMs, em relação 

ao de 20 dias (MG 250μg/mL), 30 dias (MG 176,8μg/mL) ou extratos de chá puro 

(MG 157,5μg/mL). 

 Os extratos de fermentação de 10 dias mostraram produtos com os 

mesmos valores de CIM para T. mentagrophytes (250μg/mL para CB e 

125μg/mL para CP e CV). Para T. rubrum, a atividade antifúngica foi maior, com 

valores de CIM de 125μg/mL para CB e 62,5μg/mL para CP e CV. Para extratos 

de fermentação de 20 dias, os resultados variaram de acordo com a origem do 

chá. A atividade antifúngica melhorou para os extratos da Kombucha em chá 

branco, e piorou para os chás, preto e verde (Tabela 2). Os valores de CIM para 

extratos de fermentação de 30 dias foram iguais ou superiores aos extratos de 

chá puro, exceto para o chá preto contra T. rubrum, com CIM de 125μg/mL, para 

chá puro, e 62,5μg/mL, para extrato de chá Kombucha. 
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Tabela 2: Valores da CIM (μg/mL) dos extratos da Kombucha, em diferentes 

tempos de fermentação, contra T. mentagrophytes e T. rubrum.  

Chá Dias de 

Fermentação 

CIM (µg/mL) 

T. 

mentagrophytes 

T. rubrum 

Branco 0 (puro) 250 250 

10 250 125 

20 125 62,5 

30 500 250 

Preto 0 (puro) 125 125 

10 125 62,5 

20 2000 1000 

30 125 62,5 

Verde 0 (puro) 125 125 

10 125 62,5 

20 250 62,5 

30 250 125 

 

 A atividade antifúngica dos extratos foi melhor contra T. rubrum do que 

em T. mentagrophytes. A média dos valores geométricos da CIM foi de 

222,7μg/mL para T. mentagrophytes e 125μg/mL para T. rubrum. Além disso, o 

teste de sensibilidade ao fluconazol isolado mostrou diferentes valores de CIM 

para T. rubrum e T. mentagrophytes (1μg/mL e 32μg/mL, respectivamente). 

 

4.4.2 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DO EXTRATO DE CHÁ PRETO CONTRA 

DERMATÓFITOS. 

 Ao analisar os resultados dos testes realizados com os extratos de CP, 

CB e CV nos diferentes tempos de fermentação (10, 20 e 30 dias), o chá preto 
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com fermentação de 10 dias apresentou os melhores resultados e foi 

selecionado para os testes de CIM contra os dermatófitos e a interação com o 

fluconazol para cada fungo. 

 O extrato de chá preto puro (CPP) exibiu atividade antifúngica, com 

valores de CIM que variaram entre 15,62 e 500μg/mL para E. flocosum e M. 

canis, respectivamente (Tabela 3). Neste estudo, os valores de CIM do extrato 

da Kombucha em chá preto, com fermentação de 10 dias (CP10), variaram de 

31,25 a 250μg/mL. Adicionalmente, o chá preto, com 10 dias de fermentação, 

apresentou o menor valor de CIM, com média geométrica (MG) de 74,8μg/mL, 

enquanto o chá preto puro, MG de 89,7μg/mL. 

 Com relação à espécie fúngica, T. rubrum foi mais sensível com MG 

62,5μg/mL. Em relação ao E. flocosum, a MG foi de 76,9μg/mL, T. 

mentagrophytes, MG 78,7μg/mL e M. canis, MG 117,9μg/mL. 

 Os extratos de chá preto (CP10 e CPP) frente aos isolados de T. rubrum 

apresentaram o mesmo valor de CIM, à exceção uma cepa (7636), em que o 

valor de CIM para CP10 (31,25μg/mL) foi menor que o CPP (62,5μg/mL). Para 

T. mentagrophytes, as cepas 7405, 6007 e ATCC 11480, foram sensíveis ao 

extrato de chá preto puro, com CIM menor do que o extrato de CP10 (Tabela 3). 

Este evento aconteceu também para a espécie de E. flocosum, porém, apenas 

para uma cepa (7331) com 10 dias de fermentação (31,25μg/mL e 15,62μg/mL). 

A espécie M. canis apresentou menor sensibilidade, e, com valores de CIM altos 

para ambos os extratos (CP10 e CPP).  
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Tabela 3: Valores da CIM (μg/mL) dos extratos da Kombucha em chá preto, 

contra fungos dermatófitos.  

 

 

 A atividade antifúngica do extrato da Kombucha em chá preto foi melhor 

para T. rubrum, com MG de 62,5μg/mL. O teste de sensibilidade ao fluconazol 

isolado, mostrou valores de CIM diferentes para cada espécie estudada, 

variando entre 1 e 64μg/mL. 
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4.5 INTERAÇÃO DO EXTRATO DE KOMBUCHA EM CHÁ PRETO COM 

FLUCONAZOL (CHECKERBOARD). 

 As atividades combinadas dos extratos de chá preto da Kombucha com 

fluconazol, no ensaio in vitro de checkerboard contra os fungos dermatófitos, são 

apresentados na tabela 4. O índice de concentração inibitória fracionada (ICIF) 

contra os fungos T. rubrum, T. mentagrophytes, E. flocosum e M. canis 

demonstrou ação sinérgica. Para o fungo M. canis, a interação do extrato da 

Kombucha em chá preto puro e 10 dias, com fluconazol foi aditiva em 3 isolados 

e sinérgico apenas para a cepa ATCC. O resultado indiferente não foi registrado 

em nenhum dos fungos testados. 

A combinação dos extratos da Kombucha em chá preto puro e 10 dias com 

fluconazol foi melhor para T. rubrum, T. mentagrophytes e E. flocosum (MG 0,35) 

do que para M. canis (MG 0,77).   
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Tabela 4: Efeito integrado do extrato de Kombucha em chá preto e fluconazol contra dermatófitos 

 

ICIF ≤ 0,5: ação sinérgica 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Composta por uma cultura simbiótica de bactérias ácidas, lactobacillus 

e leveduras, a bebida Kombucha, no seu processo de fermentação, produz 

ácidos como ácido acético, glucônico, tartárico, málico e cítrico que são 

responsáveis por caracterizar o sabor azedo da Kombucha, deixando-a ácida. O 

consumo do açúcar pelas bactérias e leveduras no processo de fermentação, 

forma um filme flutuante em cima do SCOBY, evidenciando o crescimento dos 

microrganismos.(24) 

 Existe vários tipos de fermentação e, dependendo da via metabólica 

seguida, os produtos obtidos diferem quanto à quantidade e qualidade. Na 

Kombucha, o processo de fermentação utilizado é a alcóolica, lática e acética.(24) 

O chá preto é o mais utilizado no processo de fermentação da Kombucha, devido 

aos seus valores terapêuticos como compostos lipídicos, enzimas, aminoácidos 

e polifenóis, presentes em suas folhas que absorvem o oxigênio e atuam com 

propriedades antioxidantes.(25) No presente estudo, nenhuma correlação pôde 

ser feita entre picos específicos nos cromatógrafos e a qualidade de atividade 

inibitória dos extratos. Estudos adicionais sobre metabolômica poderão permitir 

o reconhecimento de moléculas e sua identidade funcional. Evidenciou-se neste 

estudo que o extrato da Kombucha em chá preto com 10 dias de fermentação, 

apresentou um pico entre 30 e 40 min que não apareceu nos outros tempos de 

fermentação e nos outros extratos (CB e CV). Tem-se a produção de um 

metabólito exclusivo durante o processo de fermentação que pode ou não ter 

correlação com a atividade inibitória encontrada neste estudo, para podermos
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correlacionar este pico específico do chá preto à atividade inibitória é necessária 

a identificação do composto. 

 A identificação dos metabólitos produzidos pela fermentação da 

Kombucha em diversos chás é de suma importância, uma vez que pode haver 

algum composto tóxico prejudicial à saúde humana. Os testes de toxicidade 

realizados no presente estudo, demonstraram resultados semelhantes ao estudo 

de Silva, que não encontrou toxicidade no modelo G. mellonella nos extratos da 

Kombucha em chá verde.(26) As larvas de G. mellonella têm sido utilizadas para 

avaliar a virulência de microrganismos, bem como a toxicidade de novos 

compostos, como uma alternativa aos modelos experimentais de mamíferos.(27) 

A inexistência de toxicidade dos extratos de Kombucha em chás preto e verde, 

sobre G. mellonella é interessante, pois podem ser indicados como forma 

terapêutica para o controle de onicomicose e dermatofitose. Em relação aos 

extratos de Kombucha em chá branco, a toxicidade para os seres humanos 

deverá constituir objetivo de estudos futuros.  

 As dermatofitoses, são infecções cutâneas superficiais, muito comuns 

em todo o mundo, apresentam impacto psicossocial negativo devido à 

inflamação e desconforto físico tão evidente, exigindo tratamento prolongado.(28)  

O fluconazol é um antifúngico triazólico que apresenta atividade fungistática 

dose-dependente que requer uma concentração sérica acima da CIM no 

organismo na maior parte do intervalo de dosagem. Os azóis são fármacos de 

primeira escolha na terapia aintufúngica, porque se ligam ao ergosterol presente 

na membrana celular dos fungos formando poros ou canais que vão aumentar a 

permeabilidade da membrana e, permitir o extravasamento de moléculas,
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levando à morte celular.(29) As classes de antifúngicos são limitadas e as drogas 

orais apresentam efeitos colaterais expressivos, como hepatotoxicidade.(30) O 

mecanismo de ação dos fármacos convencionais baseia-se na inibição do 

esterol-14-α-desmetilase, que prejudica a síntese do ergosterol na membrana 

citoplasmática e leva ao acúmulo de 14-α-desmetilase acarretando no mal 

desempenho das funções básicas necessárias para o desenvolvimento do 

fungo.(29) Acredita-se que a Kombucha tenha o mesmo mecanismo de ação que 

o fármaco convencional, reduzindo a síntese de ergosterol na membrana celular 

do fungo. Este estudo mostra uma alternativa factível para controle de infecções 

fúngicas. O encontro de novas moléculas e, alternativas naturais, pode resultar 

em opções de tratamento, com baixa toxicidade ao paciente.  

 A atividade antifúngica do chá de camélia foi relatada anteriormente, 

específico ao extrato de chá verde, contra T. mentagrophytes.(31) No entanto, 

grande variação da CIM foi observada devido, provavelmente, às diferenças na 

metodologia, incluindo quantidade de chá, tipo de folhas, preparo do extrato, etc. 

 Estudos anteriores investigaram as propriedades antifúngicas do chá de 

Kombucha contra outros fungos de importância clínica, tais como: Candida, 

Malassezia e dermatófitos e, demonstrou que a Kombucha foi capaz de inibir o 

crecimento destes fungos.(17,18) 

O tempo de fermentação da Kombucha é variável, de 8 a 14 dias.(17,19,32,33) 

Conforme apresentado na literatura científica, o extrato de Kombucha 

fermentado apresenta diferentes propriedades quando comparada com a bebida 

não fermentada.(34) Se considerada a atividade antifúngica, o presente estudo
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confirma esta afirmativa, e, nos tempos intermadiários de fermentação, os 

resultados foram melhores. De fato, os tempos menores ou maiores de 

fermentação, comprometem a ação antifúngica dos extratos, evento identificado 

também por Yuniarto et al (2016).(18) No presente estudo,  os extratos de 10 dias 

mostraram as melhores atividades inibitórias, e corrobora com os dados de Chen 

et al (2000),(19) demonstrando o papel importante que a fermentação da 

Kombucha exerce. 

A alta atividade proteolítica de T. mentagrophytes é um fator de virulência 

que auxilia no rápido crescimento micelial deste fungo.(35) Este fato pode justificar 

a diferença observada, no atual estudo, sobre os valores de CIM para T. 

mentagrophytes e T. rubrum. Se os metabólitos forem de origem proteica, pode 

haver alteração química, alterando as funções. Além disso, o comportamento 

biológico entre espécies podem diferir segundo origem dos isolados, condição 

do paciente de onde as amostras foram obtidas, exposição prévia aos 

antifúngicos ou esteróides, resultando em diferenças de suscetibilidade dos 

isolados aos extratos de Kombucha. 

Considerando a importância das dermatofitoses em saúde pública e o 

problema crescente da resistência antifúngica, novos estudos para o 

desenvolvimento de fármacos naturais são imprescindíveis.  

Junior et al (2022)(36) testou a ação inibitória de extratos foliares de 

espécies de Justicia L. (Acanthaceae) contra dermatófitos obtendo alta 

sensibilidade. O menor valor de CIM dos extratos de Kombucha, encontrados no 

presente estudo, caracterizou melhores resultados do que o estudo citado.
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A ação antifúngica dos extratos da Kombucha em chá preto foi reportada 

contra Malassezia sp.,(17) Microsporum gypseum, Candida spp., Aspergillus 

spp.(18) e T. mentagrophytes,(30) utilizando a metodologia por difusão em disco. 

Alguns autores,(37,38) testaram ervas Siddha Kodagasalai Chooranam (Justiça 

procumbens) e extratos do tronco de Justicia gendarussa contra fungos 

dermatófitos. Até o presente, não há na literatura estudos que demonstrem a 

ação antifúngica da Kombucha contra esses fungos, especialmente identificando 

a concentração inibitória pelo método de microdiluição em caldo, como realizado 

pelo nosso estudo. 

O tratamento das dermatofitoses é lento e, envolve o uso tópico e oral de 

antifúngicos por ação prolongada. Na maioria das vezes, o tratamento é 

empírico, e com o uso incorreto da dose e duração, tem-se a expressão da 

resistência antifúngica de Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum aos 

fármacos convencionais.(39) Vários estudos mostraram uma eficácia maior contra 

bactérias e fungos dos fármacos convencionais quando combinados à óleo da 

semente de Jatropha curcas, extratos de Illicium verum e extratos de Psidium 

guajava L. (Myrtaceae),(40-42) essa combinação melhora o espectro da atividade 

da droga eliminando os microrganismos. 

O teste de checkerboard determina a atividade antimicrobiana utilizando 

a combinação de um composto convencional como o fluconazol e uma 

substância teste, no caso o extrato da Kombucha. Nessa combinação a resposta 

é apresentada como sinérgica, aditiva, antagônica e indiferente. O efeito 

sinérgico é quando a atividade de ambos os compostos é melhor do que a dos 

compostos isolados. O efeito aditivo aumenta a atividade de um dos compostos
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na combinação, sendo melhor que a do composto isolado, no efeito indiferente 

a atividade dos compostos cobinados é a mesma que deles isolados e no efeito 

antagônico, os compostos quando cobinados anulam o efeito de um deles, sendo 

melhor a atividade deles isolados.(23) A interação desta ação sinérgica pode ser 

complexa, por exemplo o fluconazol mata os fungos atuando na 14-α-

desmetilase do lanosterol do citocromo P450, que é codificada pelo gene ERG11 

para Erg11p.(29) Com relação aos extratos da Kombucha, não se sabe o 

mecanismo de ação dos seus compostos, no entanto, a combinação do 

fluconazol com os extratos da Kombucha pode inibir o crescimento fúngíco pelo 

mecanismo de ação do antifúngico ou por um novo mecanismo, ainda 

desconhecido, que aumenta a taxa de morte.     

Dada a escassez do arsenal terapêutico contra micoses, novos estudos 

devem ser elaborados investigando a ação integrada dos fármacos 

convencionais junto aos novos compostos, procurando aprimorar os efeitos 

inibitórios. Efeitos sinérgicos podem impedir o crescimento microbiano sob 

baixas doses, o que diminue a toxicidade, e previne o surgimento da resistência 

aos compostos.(23) A combinação do extrato da Kombucha em chá preto com o 

fluconazol, melhorou as respostas individualizadas, isto é, apresentou um efeito 

sinérgico contra os fungos dermatófitos. 

Este estudo é inédito e apresenta resultados promissores para o controle 

de infecções fúngicas. 

 

6 CONCLUSÃO
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 Todos os extratos de Kombucha, preparados com rigor técnico quanto à 

base, chás diversos, apresentam atividade antifúngica contra T. rubrum, T. 

mentagrophytes, Microsporum canis e Epidermophyton flocosum.  

As melhores atividades observadas para o chá verde e Kombucha, em 10 

dias de fermentação, demonstram especificidades técnicas e a necessidade de 

se obter recursos adicionais para os conhecimentos das diversas áreas de 

interface, microbiologia, química e indústria, melhorando o produto final.  

Os extratos de Kombucha de chá verde e preto sem toxicidade, 

caracterizam novos potenciais terapêuticos. A combinação do extrato da 

Kombucha com derivado azólico, identifica a alternativa para controle de 

infecção por cepas resistentes.  
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ABSTRACT  

Kombucha is obtained by fermentation of tea (Camellia sinensis) and sugar by a 

“symbiotic culture of bacteria and yeast” (SCOBY). This beverage has several 

beneficial effects, including antimicrobial activity. Due to the importance and 

prevalence of fungal infections, discovery of new antifungal molecules is crucial. 

Therefore, the objective of this study was to evaluate the antifungal activity of 

Kombucha extracts against common agents of dermatophytosis. Depending on 

how the leaves are processed, Camellia sinensis can produce black, white, or 

green tea, which have distinct characteristics. SCOBY (20 g) was added to each 

type of tea and incubated for 10, 20, or 30 days, which reflect the time of 

fermentation of the tea. After incubation, teas were filtered through a membrane 

system. The extracts were obtained by liquid-liquid extraction with ethyl acetate 

and dried in rotary evaporator. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 

extracts were determined against clinical isolates of Trichophyton rubrum and T. 

mentagrophytes by broth microdilution. Toxicity tests were conducted in Galleria 

mellonella model, and chromatographic profiles were determined by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Values of MIC ranged from 62.5–

2000 μg/mL. Green tea Kombucha showed the best results and lower MICs were 

obtained for 10-days fermentation extracts. Toxicity was observed only for white
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tea Kombucha extract. The chromatographic profiles showed the presence of 

different components, but no correlation could be made. Further studies are 

needed to characterize the active molecules. However, Kombucha extracts may 

constitute a viable alternative for development of new treatment strategies for 

dermatophytosis.  

 

Keywords: Kombucha; Antifungal activity; Trichophyton mentagrophytes; 

Trichophyton rubrum; Dermatophytosis. 

 

INTRODUCTION 

Kombucha is a beverage originally obtained by the fermentation of 

Camellia sinensis leaves and sugar. It is believed that its origin is in China, around 

220 B.C. Recently, it has gained popularity for its detoxifying and energizing 

properties [1]. With a slightly acidic, sweetened, and carbonated taste, Kombucha 

is consumed worldwide as a homemade beverage, or it can be found on stores 

and supermarkets as ready to drink beverage [2,3]. 

The fermentation process is carried out by a starter culture composed of 

acetic acid bacteria (for example, Komagataeibacter, Gluconobacter, and 

Acetobacter species) and yeast (Schizosaccharomyces pombe, 

Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, 

Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, 

among others) named SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeast) [4-6]. Its 

composition is variable, depending on factors such as geographic location, 

climate, local composition of bacterial and yeast species, and the origin of the
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inoculum [1, 7]. The organisms on the SCOBY can ferment the sugary tea, 

producing a variety of metabolites, for example, carbohydrates; polyphenols, 

such as catechins; amino acids, such as lysine; essential elements, such as 

sodium, potassium, calcium, copper, iron, and zinc; water-soluble vitamins, such 

as C, B, and B2; hydrolytic enzymes, among others [1].  

Although Kombucha is traditionally prepared by fermenting black tea for 7 

to 10 days, other types of plants can be used to make it, including Camellia 

sinensis in different stages of processing (green and white teas), rosemary and 

hibiscus infusions, fennel, lemon balm, mint, among many others. Each type of 

infusion has different components that can change Kombucha's chemical 

composition and, consequently, its properties [8,9]. 

Kombucha have many beneficial effects reported in the literature: 

antimicrobial, antioxidant and anticarcinogenic activities [10]; diabetes treatment 

and prevention [11]; treatment of gastric ulcers [12]; lowering cholesterol [13]; 

and immunopotentiating effects [14]. Although toxicity related to the ingestion of 

Kombucha has already been reported, it was mainly attributed to inadequate 

conditions of hygiene  and sterility [15]. 

Kombucha's antimicrobial activity is a result of biologically active 

components formed in fermentation. Consequently, the positive effects of 

different teas and infusions can be optimized by association with Kombucha [8]. 

In the current scenario, with increasing numbers of individuals susceptible to 

infections, to study variations of Kombucha can lead to the discovery of new 

molecules and beneficial effects.
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Antifungal activity of Kombucha beverages has already been 

demonstrated against Candida spp. involved in several types of infection, such 

as C. albicans, C. glabrata, and C. tropicalis [8]. Strong inhibitory activity was also 

observed against Microsporum spp. and Malassezia spp., two agents of 

superficial mycoses in humans and domestic animals [16-18]. Kombucha's 

activity has also been reported against Aspergillus flavus, a fungus that can 

cause opportunistic infections, especially in immunocompromised patients [18]. 

Fungal infections are often defined by the causing agent or affected area. 

Among the most prevalent, dermatophytosis are superficial infections caused by 

dermatophyte fungi (i.e., genera Trichophyton, Microsporum, and 

Epidermophyton). When they affect the nail, the infection is named 

onychomycosis, which is characterized by thickening, roughness, and 

fragmentation of the nail, and affects 10 to 30% of the world population. Its 

pathology evolves from discomfort and pain to physical and occupational 

limitations, reducing the patient's quality of life. Although onychomycoses can be 

caused by many genera, Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes 

are the most frequent agents in most of the countries. In many cases, oral 

treatment is necessary, and terbinafine is the gold standard, followed by 

itraconazole, fluconazole, ketoconazole and griseofulvin. However, prolonged 

time of treatment may cause systemic side effects, including liver and cardiac 

damage [19]. 

Within the purpose of finding new antifungal strategies and improving the 

quality of life of patients with onychomycosis and dermatophytosis, the main 

objective of this study was to evaluate the antifungal activity of extracts obtained
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from Kombucha made from different types of tea against Trichophyton rubrum 

and Trichophyton mentagrophytes. In addition, to assess the toxicity of these 

extracts in an in vivo model. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Preparation of SCOBY, teas, and Kombucha 

The SCOBY used to prepare the Kombucha was donated by Casa 

Amarela Produtos Naturais (São José do Rio Preto, Brazil). It was added to one 

litre of sterile distilled water and 20g of sucrose (Synth®, Diadema, Brazil) and 

incubated at 25ºC, for 7 days. This procedure was performed twice to remove 

traces of the original medium where it was produced. The SCOBY was then 

fragmented into parts of 20g each and added to the different teas: black – 

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Amaya Chás®, Registro, Brazil); white – Camellia 

sinensis (L.) Kuntze (Kampo de Ervas®, Ribeirão Preto, Brazil); and green – 

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Kampo de Ervas®, Ribeirão Preto, Brazil). These 

mixtures (teas and SCOBY) are called starters. They were incubated at 25ºC for 

20 days for initial fermentation.  

Teas and Kombucha were prepared as previously described [9], with 

modifications. Four grams (4g) of black tea (BT), white tea (WT), and green tea 

(GT) were boiled separately in 450 mL of sterile mineral water for 5 minutes and 

filtered through sterile filter paper. In a beaker, the volume was adjusted to 800 

mL with sterile mineral water at room temperature. Then, 80g of sucrose, 20g of 

SCOBY, and 160 ml of starter from the respective tea were added to each beaker.
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These solutions were incubated at 25ºC. To verify the influence of incubation 

time, they were incubated at 10, 20, and 30 days. 

 

Preparation of the extracts  

After each incubation period, the SCOBY was weighed to calculate the 

difference between the initial and final mass, followed by filtration by a Millipore® 

system, with a 0.45µm filter membrane. 

The pH of the fermentations was measured with a pH indicator tape 

(MColorpHast®, Merck, Dermstadt, Germany) and the obtainment of extracts 

followed the methodology previously proposed [17], with modifications. The 

filtrates of each tea were subjected to liquid-liquid extraction by adding 96 mL of 

ethyl acetate (Synth®, Diadema, Brazil) as a counter-phase. The procedure was 

repeated twice for each Kombucha, allowing the total extraction of chemical 

compounds from Kombucha. The ethyl acetate phase was subjected to a rotary 

evaporator, for concentration of the purified extract. Dried extracts were diluted 

in 10% DMSO.  

Pure white, black, and green teas extracts were also prepared to 

determine the influence of the SCOBY fermentation on the antifungal activity. 

 

Kombucha extracts antifungal susceptibility testing 

Two clinical isolates from onychomycosis were included in this study, one 

Trichophyton rubrum and one Trichophyton mentagrophytes. They were from the 

Microbiology Laboratory of the São José do Rio Preto Medical School (FAMERP).
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The antifungal activity of WT, BT, and GT extracts were determined by the 

microdilution method, according to the Clinical Laboratory Standards Institute 

(CLSI), document M38-A2, with modifications [20]. The inoculums were adjusted 

in a concentration of 0.4 to 5 x 104 cells/ml. Each extract was prepared in sterile 

distilled water at a concentration of 2000 µg/mL and serially diluted in a 96-well 

plate until the concentration of 15.62 µg/mL. Controls included the extract solvent 

(10% DMSO) and RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) medium.  

One hundred microlitres of inoculum was added to each well and the plate 

was incubated at 35ºC, for 7 days. After incubation, readings were performed 

visually. The minimum inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest 

concentration of the extract that resulted in 100% of inhibition of visible growth. 

Tests were performed in duplicate. The fungal isolates were also submitted to 

susceptibility testing against fluconazole, according to the document M38-A2 of 

CLSI [20], for comparison. 

 

Toxicity Test on Galleria mellonella model 

The toxicities of the Kombucha extract were analysed in an in vivo model 

of sixth-instar G. mellonella larvae (weighing 250 to 350 mg each), according to 

a methodology previously described [21]. The analysis included larvae bathed in 

aliquots of Kombucha and artificial inoculation into the larvae's haemolymph. For 

the first method, to assess surface toxicity, the larvae were bathed for 2s in each 

extract (BT, WT, and GT) at a concentration of (8 mg/mL). In the inoculation 

method, 5 μL of each Kombucha extract (8 mg/mL) was injected with a Hamilton 

10 μL 7000.5 KH syringe into the larval hemocoel through the last right proleg.
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Quaternary ammonium and PBS solutions were used as positive and negative 

controls, respectively. The larvae were incubated at 28°C, deprived of food and 

direct light. Every 12 hours, larvae were removed from the prepupae stage to 

delay their metamorphosis. Survival rate was analysed every 24 hours, and 

statistical analyses and graphs were generated by the log-rank method (Mantel-

Cox) in Prism 5 software (GraphPad®). 

 

Chromatographic analysis  

The qualitative chemical composition of the Kombucha extracts were 

analysed by high performance liquid chromatography (HPLC). The 

chromatoplates were inspected using sulfuric anisaldehyde reagent, under 

ultraviolet light (wavelengths of 256 nm and 365 nm). The analyses were 

performed in a system equipped with a binary pump, autosampler column 

(Agilent® Technologies, Santa Clara, USA, model 1220 Infinity) and Zorbax 

Eclipse Plus C-18 column (4.6×250 mm, 5µm, Agilent® Technologies, Santa 

Clara, USA), using isocratic flow in methanol:water (3:1) at 1.0 mL/min. An aliquot 

of 20 μL of each sample was injected and analysed by a diode array detector at 

wavelengths from 250 nm to 800 nm. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Dermatophytosis, such as onychomycosis and superficial skin infections, 

are immensely common worldwide. These infections have a negative 

psychosocial impact and may cause inflammation and physical discomfort [22]. 

Treatment is often prolonged and ineffective. The number of classes of
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antifungals is limited, and oral drugs may present side effects, including 

hepatotoxicity [23]. This study shows preliminary results demonstrating the 

antifungal activity of Kombucha tea extracts against dermatophytes commonly 

found in clinic. The search for new natural molecules and alternatives could result 

in better treatment options, with low toxicity, which could improve patient’s quality 

of life. 

 

Antifungal activity of Kombucha extracts  

The pure tea extracts exhibited antifungal activity, with equal MIC values 

for T. rubrum and T. mentagrophytes, 250 μg/mL for white tea extract and 125 

μg/mL for black and green teas extracts (Table 1). Antifungal activity of Camellia 

tea has been reported previously, including green tea extract against T. 

mentagrophytes [24]. However, great MIC range can be observed due to 

differences in methodology, including amount of tea used, type of leaves, extract 

preparation, etc.  

Kombucha tea is also known to have antifungal activity against a variety 

of fungi, including Candida, Malassezia, and dermatophytes [17,18]. In this study, 

MIC values of Kombucha tea extracts ranged from 62.5 to 2000 μg/mL. 

Considering the type of tea, green tea exhibited the lowest mean MIC value, 

(geometric mean – GM – of 125 μg/mL), while black tea had lower activity (GM 

222.7 μg/mL). Concerning time of fermentation, a 10-days period exhibited better 

activity (GM 111.3 μg/mL), in relation to 20-days (GM 250 μg/mL), 30-days (GM 

176.8 μg/mL), or pure tea extracts (GM 157.5 μg/mL).
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The 10-days fermentation extracts showed the same MIC values for T. 

mentagrophytes (250 μg/mL for WT and 125 μg/mL for BT and GT). For T. 

rubrum, antifungal activity was higher, with MIC values of 125 μg/mL for WT and 

62.5 μg/mL for BT and GT. For 20-days fermentation extracts, results varied 

according to the tea of origin. The activity improved when the extracts were from 

white tea Kombucha, but less activity was observed for black and green teas 

(Table 1). MIC values for 30-days fermentation extracts were equal or higher than 

the pure tea extracts, except for the black tea against T. rubrum, which was 125 

μg/mL, for pure tea, and 62.5 μg/mL, for Kombucha tea extract.  

 

[Table 1] 

 

Kombucha fermentation time is often reported to be between 8 and 14 

days [5, 7, 9, 17]. The literature reports, and it is corroborated here, the fermented 

Kombucha extract has the potential to show a higher activity than the 

unfermented beverage [25]. However, it has also been postulated that the 

antifungal activity of Kombucha tea decreases with longer periods of fermentation 

[18]. We could also observe this, where 10-days extracts showed the best 

activities. Metabolites and cell concentration vary during fermentation [9]. 

Consequently, time of fermentation plays an important role in Kombucha 

antimicrobial activity. 

The antifungal activity of the extracts was better on T. rubrum than on T. 

mentagrophytes. Geometric mean MIC values were 222.7 μg/mL for T. 

mentagrophytes, and 125 μg/mL for T. rubrum. The high proteolytic activity of T.
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mentagrophytes is a virulence factor that helps in the fast mycelial growth of this 

fungus [26]. This fact may help justify the difference in MIC values for T. 

mentagrophytes and T. rubrum.  

Moreover, fluconazole susceptibility testing showed different MIC values 

for T. rubrum and T. mentagrophytes (1 μg/mL and 32 μg/mL, respectively). This 

characteristic, and the origin of the isolates (patient status, anatomical site of the 

infection, prior exposure of antifungal drugs or steroids), can also influence the 

difference of susceptibility of the isolates against the Kombucha tea extracts. 

 

Galleria mellonella Toxicity Test  

 None of the superficial toxicity tests (bathed G. mellonella larvae) showed 

toxicity, i.e., all larvae remained alive after five days. For the inoculation tests, 

extracts from black and green tea Kombucha also did not show toxicity. These 

results corroborate the findings by [27]. However, extracts from white tea 

Kombucha presented toxicity, killing more than 50% of the larvae within five days 

(Figure 1). 

  

[Figure 1] 

 

Due to its similarity to the innate immune system of insects and mammals, 

G. mellonella larvae have been used to assess virulence of microorganisms, as 

well as the toxicity of new antimicrobial compounds, as an alternative to 

mammalian models [28]. The non-toxicity of black and green tea Kombucha 

extracts on G. mellonella is promising for their use in the control of
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onychomycosis and dermatophytosis. Regarding white tea Kombucha extracts, 

further testing is necessary to verify its toxicity to humans. 

 

Analysis of the chromatographic profile by High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) of Kombucha extracts   

The extracts, including pure tea and Kombucha tea extracts, were 

submitted to HPLC analysis in lengths between 200 and 800 nm. The wavelength 

at 254 nm was selected to evaluate the chromatographic profile of the extracts 

as there was greater absorption in this spectral region. The chromatographic 

composition of the extracts can be seen on Figure 2. 

 

[Figure 2] 

 

HPLC analysis for pure white tea (pure WT) showed major 

chromatographic peaks in retention times between 15 and 20 min, with maximum 

absorptions between 1750 and 2000 mAU; and between 25 and 30 min with 

absorptions peaks between 250 and 500 mAU. In 10-days fermentation extracts 

(WT 10), chromatographic analysis showed chromatographic peaks at retention 

times of 10 to 15 min with maximum absorption of 400 to 500 mAU, indicating 

more polar metabolites than those observed in pure WT. In addition, there was a 

chromatographic peak in the retention time interval between 20 and 25 min, with 

maximum absorptions between 700 and 800 mAU; and a peak in the interval of 

30 to 35 min with maximum absorption of approximately 50 mAU. 

Chromatographic peaks seen on pure WT were also seen on WT 10 (retention
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times between 15 and 20 min, and 25 and 30 min), however, on the latter, with 

lower absorption peaks (Figure 2B).  

 In 20-days and 30-days fermentation white tea Kombucha (WT 20 and WT 

30), chromatographic profiles were similar to WT 10. However, some 

chromatographic peaks appeared at longer retention times (35 to 65 min), 

characterizing the formation of more hydrophobic metabolites (Figures 2C and 

2D). 

Chromatographic profiles from the extracts from the other teas were 

comparable to the ones from white tea Kombucha (Figure 2). These teas showed 

a similar composition, especially demonstrated by the peaks in retention times 

between 15 and 20 min. Moreover, these peaks were consistent in all black and 

green tea extracts after incubation periods of 10 to 30 days. In black and green 

teas extracts, similarly to white tea extracts, longer incubation periods resulted in 

the formation of new peaks, which is expected due to the fermentation process 

and the appearance of minor metabolites. New peaks with longer retention times 

have more hydrophobic characteristics, while shorter retention times reveal less 

hydrophobic characteristics. Unfortunately, no correlation could be made 

between the peaks in chromatographs and the inhibitory activity of the extracts. 

The future perspective to this study is to select the best extracts, 

considering antimicrobial activity and toxicity. In addition, to isolate and identify 

the active compounds, test a larger set of species and isolates, assess the activity 

of the extracts against fungal biofilms, and to perform drug interaction assays to 

determine if there are synergistic effects with the available antifungal drugs.
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CONCLUSIONS 

All Kombucha extracts tested showed antifungal activity against the T. 

rubrum and T. mentagrophytes included in this study. The best activities were 

observed for green tea Kombucha and 10-days fermentation extracts. Green and 

black tea Kombucha extracts did not present toxicity, according to the 

methodology used. Further testing is necessary to reveal the active compounds 

of the extracts and the best way to include them in a treatment regime. However, 

this preliminary study shows promising results for the obtention of natural 

molecules with antifungal activity.  
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Table 1: MIC values (μg/mL) of each Kombucha tea extract, with different times 

of fermentation, against Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum 

Tea Fermentation 

Days 

MIC (µg/mL) 

T. 

mentagrophytes 

T. rubrum 

White 0 (pure) 250 250 

10 250 125 

20 125 62,5 

30 500 250 

Black 0 (pure) 125 125 

10 125 62,5 

20 2000 1000 

30 125 62,5 

Green 0 (pure) 125 125 

10 125 62,5 

20 250 62,5 

30 250 125 

Fig. 1 In vivo toxicity evaluation of Kombucha tea extracts. Galleria mellonella 

larvae survival rate after inoculation of the extracts. PBS: negative control (non-

toxic compound), Toxic compound: positive control, BT: black tea Kombucha 

extract, GT: green tea Kombucha extract, WT: white tea Kombucha extract. 

Numbers correspond to days of fermentation
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Fig. 2 Chromatographic profiles obtained at 254 nm by high performance liquid 

chromatography of pure tea extracts (no fermentation), and white (WT), black 

(BT), and green (GT) tea Kombucha extracts. (a) pure tea extracts, (b) 10-days 

fermentation extracts, (c) 20-days fermentation extracts, and (d) 30-days 

fermentation extracts.
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Abstract: The multidrug-resistant Candida auris is an outbreak risk in health 

facilities. Treatment failure and low efficacy of disinfection methods present a 

challenge to controlling the dissemination of this pathogen. This study aimed to 

evaluate the antifungal activity of black tea Kombucha extracts against two 

isolates of C. auris. Kombucha is a fermented beverage with several beneficial 

effects, including antimicrobial properties. The minimum inhibitory concentrations 

of Kombucha extracts were 0.2 µg/ml against C. auris CBS 10913 and 0.4 µg/ml 

for a clinical isolate. Susceptibility testing against common antifungals showed 

that these isolates were resistant to fluconazole, terbinafine, and ketoconazole. 

Further investigation is needed, particularly to determine the composition of the 

extracts. However, these results show the potential use of black tea extract 

Kombucha against the emerging pathogen C. auris. 

Keywords: Candida auris; Kombucha; drug resistance; antifungal activity. 

 

Introduction: Candida species are the most critical fungal agents of nosocomial 

infections, with a mortality rate exceeding 40%. In the last years, Candida 

auris has gained the attention of great concern to public health services, being 

responsible for opportunistic invasive infections and outbreaks. In addition to 

being easily dispersed in healthcare environments, this organism usually 

presents resistance profiles to multiple antifungal classes (Forsberg et al. 2019; 

Lone and Ahmad 2019). Since its description in 2009 in Japan, C. auris infections 

have been reported in over 40 countries. The multidrug resistance associated 

with high virulence and prolonged surface survival makes this microorganism 

hard to manage and control (Du et al. 2020).
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Kombucha is traditionally produced by fermentation of black tea leaves 

(Camellia sinensis) and sugar by a starter culture called Symbiotic Culture of 

Bacteria and Yeast (SCOBY). The microbial composition of the SCOBY varies 

depending on the location, climate, and origin of the inoculum example 

(Jayabalan et al. 2014). 

Among the many beneficial effects, the antimicrobial potential of black tea 

Kombucha and its metabolites have been investigated against several 

microorganisms, including Staphylococcus aureus, Shigella spp., Salmonella 

spp., Helicobater pylori, and Candida albicans. These results evidence possible 

prophylactic and therapeutic applications (Al-Mohammadi et al. 2021). 

Due to the lack of effective decontamination methods and environmental 

disinfectants, the challenge of controlling the spread of C. auris remains. 

Consequently, the search for new strategies to manage this pathogen is 

necessary. This study aimed to evaluate the antifungal activity of black tea 

Kombucha extract against Candida auris. 

 

Materials and methods 

 

Preparation of black tea Kombucha: The black tea Kombucha was prepared 

according to Chen and Liu (2000), with modifications. Four grams of black tea 

were boiled in 450 ml of mineral water for five minutes and then filtered through 

a sterile paper filter. For the Kombucha preparation, 80 g of sucrose, 160 ml of 

black tea, and 20 g of SCOBY (Casa Amarela®, São José do Rio Preto, Brazil) 

were added to a glass beaker, with the volume adjusted to 800 ml with mineral
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water. This mixture was incubated at 25 ºC for ten days. As a control, pure black 

tea was prepared in the same conditions but without the SCOBY. 

Obtention of black tea Kombucha extracts: After incubation (fermentation 

period), the black tea Kombucha was filtered through a Millipore® system with a 

0.45 µm membrane. The filtrate was submitted to liquid-liquid extraction, with 96 

ml of ethyl acetate (Synth®, Diadema, Brazil) as a counter phase. This procedure 

was performed twice, allowing total extraction of the chemical compounds of the 

black tea Kombucha. The ethyl acetate phase was then subjected to a rotary 

evaporator to obtain the concentrated extract. The dried extracts were diluted in 

10% dimethyl sulfoxide (DMSO). 

 

Antifungal susceptibility testing of the extracts: This study tested two isolates 

of Candida auris: a reference strain (CBS 10913) and a clinical isolate. The 

antifungal activity of the extracts was assessed by a microdilution method, 

considering the protocol M27-A3 of the Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI 2008). Microplates were prepared with RPMI medium and the 

extracts, with final concentrations on the wells ranging from 125 to 0.1 µg/ml. 

Inoculums prepared at a concentration of 5*102 to 2.5*103 cells/mL were added 

to the microplates and incubated at 35 ºC for 24 h. The MIC was defined as the 

lowest concentration of the extracts that inhibited visible growth. 

For minimum fungicidal concentration (MFC) determination, an aliquot of 

each well that showed antifungal activity was inoculated in a Sabouraud-dextrose 

agar plate (Difco®, Detroit, USA) and incubated at 35 ºC. The MFC was defined
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as the lowest concentration of the extract that did not allow visible growth on the 

solid medium. All tests were performed in duplicate. 

 

Antifungal susceptibility testing of conventional drugs: The C. auris isolates 

were tested against fluconazole, itraconazole, ketoconazole, amphotericin B, and 

terbinafine (Sigma-Aldrich®) by microdilution method, following the M27-A3 

protocol of the CLSI (CLSI 2008). 

 

Results: The black tea Kombucha extract was obtained by liquid-liquid extraction 

with ethyl acetate. Serial dilutions were tested against two isolates of Candida 

auris. The minimum inhibitory concentrations (MIC) were 0.2 µg/ml for the C. 

auris CBS 10913 (a reference strain) and 0.4 µg/ml for a clinical C. auris isolate. 

As a control, pure black tea extracts (not fermented) were tested against the 

isolates, presenting MIC of 0.4 µg/ml for the C. auris CBS 10913 and 0.9 µg/ml 

for the clinical isolate. 

The minimum fungicidal concentrations (MFC) evaluated showed values 

of 125 µg/mL for the CBS strain and >125 µg/mL for the clinical isolate. The same 

values were observed for the pure black tea extract. These results indicate a 

fungistatic activity of the extracts over C. auris. 

For the susceptibility testing against commonly used antifungal drugs, the clinical 

isolate of C. auris showed high MIC values for fluconazole (128 µg/ml), terbinafine 

(4 µg/ml), and ketoconazole (2 µg/ml). Lower MIC values were obtained for 

amphotericin B (0.5 µg/ml) and itraconazole (0.25 µg/ml). In general, the CBS 

reference strain showed lower MIC values in comparison to the clinical strain,
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except for fluconazole (128 µg/ml) and amphotericin B (0.5 µg/ml): terbinafine, 

0.125 µg/ml; ketoconazole, 0.06 µg/ml; itraconazole, 0.03 µg/ml. 

  

Discussion: Currently, there are no established susceptibility breakpoints for C. 

auris. However, the CDC (Center for Disease Control and Prevention, USA) 

provides tentative susceptibility breakpoints for fluconazole and amphotericin B 

(CDC 2020). Based on that, both isolates of C. auris tested here were resistant 

to fluconazole. Fluconazole resistance in C. auris is attributed to point mutations 

on the ERG11 gene, responsible for ergosterol synthesis, and can be present in 

up to 90 % of the isolates (Lockhart et al., 2017; Du et al. 2020; Rybak et al. 

2020). In addition, in agreement with other studies (Chowdhary et al. 2018; 

Igunza et al. 2019), terbinafine and ketoconazole also showed low activity against 

the clinical isolate. 

Multidrug resistance in Candida auris is a known event. High MICs have 

been observed for the main classes of antifungal drugs (azoles, echinocandins, 

polyenes, and nucleoside analogs) (Chaabane et al. 2019). Consequently, it 

leads to high rates of therapeutic failure. These characteristics highlight the need 

for new strategies against this pathogen. 

Kombucha tea has gained popularity in the last few years because of its 

beneficial properties. The metabolites produced during fermentation are 

responsible for antimicrobial activity against several pathogens, including 

bacteria and fungi (Al-Mohammadi et al. 2021). 

The antifungal activity observed in this study may be attributed to 

polyphenols present in the black tea Kombucha. Sitheeque et al. (2009) showed
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the activity of catechin and theaflavin polyphenols against 

several Candida species. The MIC obtained against C. albicans was 6.25 mg/ml, 

much greater than the values for C. auris. These results suggest that other 

molecules may act synergically, improving the extract activity. 

Another possible component responsible for the C. auris activity is acetic 

acid, one of the leading products of fermentation, and the phenolic compounds in 

black tea. Acetic acid can interact with electrophiles and nucleophiles in the cells, 

leading to the inhibition of cell wall, protein, and DNA synthesis, as well as 

suppression of metabolic pathways and interference with cell membrane integrity 

(Al-Mohammadi et al. 2021). 

Differences in the starter culture composition, time of fermentation, and the 

tea substrate may cause essential changes in the Kombucha activity. 

Consequently, further investigation is needed to identify the essential compounds 

present in the tested extracts. Additional testing required also includes 

different Candida isolates, which can help establish the different activity among 

species, toxicity testing, and drug combination testing with existing drugs. 

Nevertheless, the results showed in this study certify the antimicrobial activity of 

black tea Kombucha. In the future, new therapeutic approaches could include 

using these extracts alone or in combination with other drugs.  

This study shows the antifungal activity of black tea Kombucha extract 

against the emerging pathogen Candida auris. Although pure black tea extract 

also showed activity, the Kombucha exhibited higher activity against the two 

isolates tested. These results encourage the investigation of the active 

components of the extracts, as well as their mode of action, toxicity, and
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combination with existing drugs, which could help with the battle against the 

dissemination of this multidrug-resistant pathogen, Candida auris. 
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