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RESUMO

Em um pais onde milhdes de pessoas passam por necessidades nutricionais, maneiras
inovadoras de alimentacdo, provenientes de fontes de alimentos que sdo comumente
desperdicados, pode ser uma alternativa de fonte nutricional como a utilizacdo de coprodutos
agroindustriais. A incluséo de coprodutos oriundos das frutas como uma opg¢éo de matriz para
0 desenvolvimento de bebidas pode atuar potencializando o processo fermentativo. Diante
disto, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de bebidas fermentadas utilizando os
coprodutos agroindustriais do processamento de polpas de frutas tropicais. Coprodutos de frutas
foram submetidos a avaliacdo da capacidade antioxidante, sendo selecionados para o
desenvolvimento das formulagdes os trés coprodutos que obtiveram melhor resultado (FCA:
acerola, FCG: goiaba e FCT: tamarindo). As formulacdes desenvolvidas foram avaliadas quanto
aos parametros fisico-quimicos, microbiologicos e capacidade antioxidante total e foi avaliada
a cinética de fermentacdo durante a F1 e F2, utilizando os parametros de Acidez Titulavel Total,
Sélidos Soluveis Totais e pH. As formulagdes foram submetidas a testes in vivo (atividade
locomotora e toxicidade aguda) e foi analisado o perfil sensorial com o intuito de verificar a
aceitacdo dos consumidores. Todas as formulacdes apresentaram parametros fisico- quimicos
atendendo a legislacdes vigentes. Durante a cinética de fermentacdo foi possivel perceber que
a medida que o pH e o teor de sélidos sollveis diminuiam a acidez aumentava, com pH médio
final de 3,12 para FCA, 2,85 para FCG e 2,78 para FCT. Ja a acidez foi de 0,94% para a FCA,
0,75% para FCG e 1% para FCT. A formulacdo que apresentou um maior teor de solidos
sollveis totais foi a FCT (8,17). Entre todas as formulacdes, a FCA foi a que obteve um melhor
potencial antioxidante (19,96+0,77). As formulagdes de kombucha do presente estudo
apresentaram qualidade microbioldgica satisfatoria. O teste de atividade locomotora in vivo
sugere uma possivel acdo sedativa, tais como os provocados pelos benzodiazepinicos (drogas
ansioliticas), os quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) do zebrafish (Danio rerio)
adulto em campo aberto. Além disto, todas as formulagcdes demostraram ser seguras para o
consumo humano (CLsg > 0,25). Todas as formulagGes apresentaram aceitagcdo sensorial
satisfatoria, com melhores resultados para FCG, FCT e FCA, respectivamente. Diante dos
resultados apresentados, € possivel perceber que as formulacdes possuem uma excelente
composicdo nutricional, sendo ambas seguras para o consumo humano do ponto de vista
microbiologico e toxicolodgico, na qual o presente estudo pode corroborar com o fornecimento

de novas alternativas alimentares, além do aproveitamento integral dos coprodutos de frutas.



Palavras-chave: subprodutos; fermentacédo; alimento funcional; inovacao.



ABSTRACT

In a country where millions of people have nutritional needs, innovative ways of eating, from
food sources that are commonly wasted, can be an alternative nutritional source such as the use
of agro-industrial by-products. The inclusion of by-products from fruits as a matrix option for
the development of beverages can act by enhancing the fermentation process. Therefore, this
study aimed to develop fermented beverages using agro-industrial by-products from the
processing of tropical fruit pulp. Fruit co-products were submitted to evaluation of the
antioxidant capacity, being selected for the development of the formulations the three co-
products that obtained the best results (FCA: acerola, FCG: guava and FCT: tamarind). The
formulations developed were evaluated for physical-chemical and microbiological parameters
and total antioxidant capacity and the fermentation kinetics were evaluated during F1 and F2,
using the parameters of Total Titratable Acidity, Total Soluble Solids and pH. The formulations
were subjected to in vivo tests (locomotive activity and acute toxicity) and the sensory profile
was analyzed in order to verify consumer acceptance. All formulations presented
physicochemical parameters in compliance with current legislation. During the fermentation
Kinetics, it was possible to notice that as the pH and the soluble solids content decreased, the
acidity increased, with a final average pH of 3.12 for FCA, 2.85 for FCG and 2.78 for FCT.
The acidity was 0.94% for FCA, 0.75% for FCG and 1% for FCT. The formulation that
presented the highest content of total soluble solids was FCT (8.17). Among all the
formulations, FCA had the best antioxidant potential (19.96+0.77). The kombucha formulations
in the present study showed satisfactory microbiological quality. The locomotor activity test in
ViVvo suggests a possible sedative action, such as those caused by benzodiazepines (anxiolytic
drugs), which decrease locomotor activity (mobility) of adult zebrafish (Danio rerio) in open
field. In addition, all formulations proved to be safe for human consumption (LC50 > 0.25). All
formulations showed satisfactory sensory acceptance, with better results for FCG, FCT and
FCA, respectively. In view of the results presented, it is possible to perceive that the
formulations have an excellent nutritional composition, both being safe for human consumption
from a microbiological and toxicological point of view, in which the present study can

corroborate the provision of new food alternatives, in addition to the use of fruit co-products.

Keywords: by-products; fermentation; functional food; innovation.
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1 INTRODUCAO

A elevada producdo de frutas, as quais muitas vezes apresentam alta perecibilidade,
exige a utilizacdo de técnicas apropriadas, que possam reduzir as perdas desses vegetais.
Manejos inadequados durante a colheita e a pos-colheita aceleram os processos fisiologicos,
afetando as propriedades fisico-quimicas e diminuindo assim a qualidade e o tempo de vida Util
desses alimentos (AZZOLINI et al., 2004).

O descarte dessas frutas que ndo sdo consumidas provoca um grande desperdicio no
mercado de produtos. Visando reduzir esse desperdicio e oferecer aos consumidores novas
opgdes para consumo das frutas, as mesmas sdo submetidas ao processamento na forma de
sucos, polpas, concentrados, balas, geleias, entre outros, produtos que de forma geral
apresentam maior vida Util quando comparados as frutas in natura, influenciando diretamente
na reducdo dos desperdicios (NASCIMENTO FILHO & FRANCO, 2015).

Entretanto, o processamento de alguns produtos, como as polpas de frutas, provoca
inexoravelmente uma perda de cerca de 30% a 40% de coprodutos organicos da matéria-prima
processada. Uma grande fracdo desses coprodutos é descartada irregularmente, contrariamente
a legislacdo ambiental brasileira (NASCIMENTO FILHO & FRANCO, 2015).

Os coprodutos de frutas podem conter um elevado teor nutricional, muitas das vezes
sendo superior ao encontrado nas suas partes comestiveis. Fora isto, esses coprodutos podem
apresentar também compostos bioativos com maior capacidade antioxidante do que a polpa,
visto que os perfis desses fitoquimicos sdo diferenciados quando comparados com as demais
partes da fruta (WANG et al., 2018).

Além disto, os coprodutos de origem agroindustrial contém uma elevada quantidade de
acUcares fermentaveis e nutrientes, os quais podem ser utilizados por micro-organismos, que
podem produzir varias substancias de importancia industrial (MOREIRA et al., 2012; PANDA
etal., 2016; RAFATULLAH et al., 2010).

O aproveitamento de coprodutos agroindustriais como fonte de matéria prima para
geracdo de novos produtos vem ocasionando o interesse tanto de pesquisadores como das
industrias produtoras. Cada ano que se passa a utilizacdo sustentavel desses coprodutos gerados
no setor agroalimentar vem tornando-se cada vez mais importante, gerando um grande desafio
para a area de alimentos (NOCENTE et al., 2019).

No Brasil, a &rea de alimentos funcionais lucra em média US$ 10 bilhdes ao ano, com
projecdes de crescimento em todo o mundo (PADILHA et al., 2017). Os produtos funcionais

gue possuem em sua composicao probioticos e prebidticos tém sido alvo de novas pesquisas
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em razdo do aparecimento de individuos mais criticos e conscientes sobre suas escolhas
alimentares, impactando no investimento da inddstria alimenticia em formulagdes que possuam
compostos bioativos (ROLIM, 2015; VILLALVA et al., 2017).

As bebidas funcionais probioticas tem como principal caracteristica a presenca de
micro-organismos benéficos para a saide humana. Os micro-organismos mais aplicados na
industria e no mercado brasileiro sdo as bactérias acido-lacticas do género Lactobacillus e
Bifidobacterium (ROLIM, 2015; VILLALVA et al., 2017).

A kombucha é considerada uma bebida simbidtica, que nada mais é que uma
combinacdo de probidtico com prebidtico. Probidticos sdo micro-organismos que quando
consumidos em quantidades adequadas podem fornecer beneficios para a saude, auxiliando no
equilibrio da flora intestinal e agindo contra o crescimento excessivo de bactérias nocivas.
Prebidticos sdo ingredientes nutricionais ndo digeriveis que auxiliam seletivamente o
crescimento e atividade dos micro-organismos benéficos presentes no corpo humano. No caso
da kombucha, as bactérias e leveduras atuam como probiéticos e a celulose formada atua como
prebidtico (WATAWANA et al., 2015).

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma bebida
fermentada utilizando os coprodutos agroindustriais do processamento de polpas de frutas.
Além de nova opc¢éo de produto para o consumidor de alimentos, a elaboragdo da bebida estara
associada ao aproveitamento dos coprodutos de frutas gerados pela industria, o que diminuira

0 impacto na poluicdo ambiental, promovida pelo descarte erréneo desses coprodutos.
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2 OBJETIVO

Desenvolver bebidas fermentadas com potencial antioxidante, utilizando coprodutos de
frutas.

2.1 Objetivos Especificos

e Selecionar os coprodutos de frutas que serdo utilizados, por via do teste de atividade
antioxidante;

e Promover o processo de fermentacdo por via da juncdo de diferentes coprodutos de
frutas, acucar, agua e Cultura Starter e de saborizacdo com a polpa da fruta
correspondente ao coproduto testado;

e Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas das bebidas fermentadas;

e Determinar a atividade antioxidante total presente nas formulagoes;

e Realizar a cinética de fermentacdo (pH, Acidez e °Brix) nos tempos de 0, 48, 72, 96 e
168 horas para Fermentacdo (F1) e de O e 24 horas para a Fermentacdo 2 (F2), nas
formulagdes (FCA, FCG e FCT);

e Realizar testes in vivo utilizando Danio rerio (Teste de Campo Aberto e Toxicidade
aguda) das formulagdes desenvolvidas;

e Realizar a andlise sensorial das formulacdes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Coprodutos Agroindustriais

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo apenas para a China e
a India, onde a producéo de frutas se destaca no agronegécio brasileiro, chegando a ser superior
a 40 milhdes de toneladas nos ultimos anos (ABRAFRUTAS, 2019; IBGE, 2019). Vale
salientar também que o Brasil é considerado um dos maiores produtores de sucos da América,
onde o processamento gera em torno de 40% de coprodutos organicos. Sendo estes, ricos em
nutrientes como minerais, fibra alimentar e compostos bioativos, que podem ser aplicados e
utilizados facilmente na alimentacdo humana (SENA et al., 2015).

A éarea cultivada com frutas corresponde a aproximadamente 3 milhdes de hectares e a
producdo brasileira é em especial aplicada ao mercado interno, com exportacdo de apenas 3%
de sua producdo. Existe uma vasta variedade na producdo de frutas no Brasil, isso porque as
culturas estdo espalhadas por todo o pais, onde as frutas sdo comumente consumidas em sua
forma natural ou processada (LEITE FILHO et al., 2020).

As frutas podem ser classificadas em climatéricas e ndo-climatéricas, de acordo com
sua atividade respiratéria apds a colheita. Uma das caracteristicas principais das frutas
climatéricas é que as mesmas contém rapido e acentuado aumento na atividade respiratéria e
sintese de etileno durante o amadurecimento, ja as ndo-climatéricas, ndo possuem este pico
(CHITARRA et al., 2005). Logo, os produtos climatéricos podem sofrer alteracdes fisiologicas
e bioquimicas indesejaveis que atenuam para maiores perdas durante o processo de
comercializacdo (AMORIM et al., 2017).

Os coprodutos oriundos das frutas, como: cascas, sementes e bagacos contém excelente
fontes de compostos funcionais, e apesar de serem produzidos mundialmente em altas
quantidades, sdo ainda pouco aproveitados. Em alguns casos, estas partes das frutas podem ter
em sua composi¢do um teor de nutrientes maior quando comparado com sua parte comestivel.
Constantes estudos apontam a presenca de relevantes nutrientes como vitamina C, compostos
fenolicos e carotendides nas frutas, com maiores concentragcdes em suas sementes e cascas. O
consumo equilibrado de alimentos fontes desses compostos esta associada a efeitos benéficos
para a saide humana (ABRAHAO et al., 2010).

Na Tabela 1 é possivel observar que os coprodutos de frutas tropicais possuem em sua

composicdo uma alta quantidade de carboidratos, nutriente considerado essencial para uma boa
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fermentacdo, além disso, possuem também uma excelente composicdo centesimal, enfatizando

assim o que foi abordado anteriormente.

Tabela 1 - Composicdo centesimal de coprodutos de frutas tropicais.

Constituinte Umidade Cinzas Proteinas  Lipidios Carboidratos Valor Autores
(9/1009) Calérico
(9/1009) (9/100g) (9/100g) (9/1009) (Kcal)
(MAGALH
Coproduto de 6,64+0,51 1,76%0,0 9,12+0,18 3,40+0,3 79,07+0,23 - AES et al.,
Acerola 4 2 2021).
Coproduto 6,09+1,02 2,12+0,0 10,91+0,83 7,1540,5 73,73+1,86  402,91+1, (DE
desidratado de 3 4 90 MEe't\IaEISES
Goiaba 20185.
Farinha das
Sementes de 9,6 +0,43 1.8+0,01 10,3+0,09  3,2+0,04 58,7+0,50 304,5+2,4 (GQZFIA
Tamarindo 2020).
Farinha da (JINKINGS
Casca do 85,34 + 197+ 2,05+007 0,02+ 10,57 £ 0,42 52,28 :
Maracujé 0,50 0,49 0,25 S(E);';CDAA'-
SILVA,
2020)
Farinha da 5,76+0,07 4,43+0,0 3,10#0,05 1,25+0,0 77,94+0,10  342,80+0, (ERKEL et
Casca do 3 9 28 al., 2015).
Abacaxi
Coproduto de
Caja 737+0,04 404+ 836+009 361t 459 +1 (%Ol;gllz\)lH
0,04 0,02 . ' '

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Além disso, os coprodutos de frutas podem conter também compostos bioativos com

maior capacidade antioxidante do que a polpa, visto que os perfis desses fitoquimicos séo

diferenciados das outras partes da fruta (WANG et al., 2018). Na Tabela 2 € possivel verificar
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uma alta quantidade de compostos fendlicos totais presentes nos coprodutos de frutas tropicais,

como também uma alta atividade antioxidante total.

Tabela 2 - Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante total de coprodutos de frutas
tropicais.

Constituinte Compostos Atividade Autores

fenolicos (mg antioxidante (DPPH

GAE/g m.s.) - umol TE/Q)
Coproduto de Goiaba 133,73+7,03 29,06+0,03 (MORAES, et al.,
vermelha desidratado 2015).
Coproduto de Abacaxi 6,09+1,02 2,12+0,03 (SOUSA; SOUSA,
2014).
Coproduto de Maracuja 3,43+0,24 10,29 + 0,44 (SOUSA,; SOUSA,
2014).
Coproduto de Acerola 428,46+ 3,90 113,40+ 7,87 (MAGALHAES et al.,
2021).
Coproduto de Caja
306,845,1
216.90 (SOBRINHO, 2014).

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Vale ressaltar que os termos “perdas de alimentos” e “desperdicios de alimentos”
possuem diferenca entre si. As perdas, de um modo geral, sdo ocasionadas principalmente no
decorrer da producdo, associadas a pos-colheita e ao processamento, na qual envolvem
situagOes nas quais o alimento acaba sendo danificado em alguma destas etapas, como 0
armazenamento e o transporte. Estes fatores corroboram para a redugdo dos alimentos
disponiveis para o consumo humano e caracterizam-se como consequéncias das ineficiéncias
na cadeia produtiva, tais como infraestrutura e logistica deficientes e/ou falta de tecnologias
para a producdo. Ja o termo desperdicio refere-se ao descarte intencional de produtos
alimenticios apropriados para o consumo humano, sendo gerado pelo comportamento dos seres
humanos (FAO, 2013).

No momento atual, o Brasil encontra-se no ranking dos 10 paises que mais perdem

alimentos no mundo, atingindo 35% da producéo desperdigada todos os anos (FAO, 2015).
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A Organizacdo das NagOes Unidas Para a Alimentagéo e a Agricultura — FAO sinaliza
que a producao mundial de coprodutos agroindustriais deve atingir 1,3 bilhdes de toneladas por
ano, visto que 1/3 dos alimentos que possivelmente sdo designados para 0 consumo humano
séo desperdicados, seja como coprodutos, gerados do processamento ou como perda na cadeia
produtiva (FAO, 2019).

Em um pais onde milhdes de pessoas passam por necessidades nutricionais, maneiras
inovadoras de alimentacdo, provenientes de fontes de alimentos que sdo comumente
desperdicados, pode ser uma alternativa de fonte nutricional no desenvolvimento de coprodutos
agroindustriais. Fora isto, a elaboracdo e comercializacdo destes produtos é tida como uma
alternativa comercial viavel, inerente ao pequeno e grande produtor (COSTA FILHO et al.,
2017).

Sa Leitdo (2012, p. 101) enfatiza que:

O aproveitamento integral de frutas e hortali¢as (polpa, cascas, talos e folhas), na
elaboracgdo de novos produtos, é uma alternativa tecnolégica limpa que esté ao alcance
de todos, pois pode ser aplicada tanto no ambiente industrial como residencial. A
utilizacdo do alimento, de forma sustentavel, reduz a produgdo de lixo orgénico,
prolonga a vida util do alimento, promove a seguranca alimentar e beneficia a renda
familiar. Além disso, o aproveitamento integral de frutas e hortalicas, como forma de

incentivo ao consumo desse grupo de alimentos, é uma pratica alimentar saudavel e

contribui para a promogdo da salde e minimizacdo do impacto ao meio ambiente.
Mediante ao exposto, 0 aproveitamento dos alimentos como um todo aumentaria o valor
nutritivo dos produtos, promovendo ainda diversos beneficios econdmicos notaveis aos
produtores e consumidores, assim como refletiria em impactos positivos para 0 meio ambiente,

provenientes da diminuicdo ou exclusdo completa de coprodutos (LEAO et al., 2017).

3.2 Processo fermentativo

Conforme Hoelzle, Virdis e Batstone (2014), a fermentagdo é vista como um processo
bioldgico, anaerdbico, na qual os micro-organismos produzem Trifosfato de Adenosina (ATP),
para sua sobrevivéncia, passando pela transformacdo de compostos organicos complexos para
compostos organicos simples. Durante este processo metabdlico ndo existe uma substancia
receptora de elétrons como oxigénio (O.), onde normalmente, necessita do substrato junto com
as reacdes de transferéncia de elétrons para gerar ATP. As reacGes de oxidacdo que acontecem

durante a fermentacdo, promovem a energia potencial para gerar energia celular. As células de
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fermentacdo também podem captar energia celular da transferéncia de elétrons de outras vias,
inclusive através das cadeias de transporte de prétons, cations e elétrons.

Diversas classificacbes vém sendo usadas para caracterizar o vasto espectro de
alimentos fermentados, as quais incluem alguns aspectos como a diversidade de micro-
organismaos, os diferentes grupos de alimentos, os tipos de fermentagdo envolvida e as matérias-
primas usadas (NAVARRETE-BOLANOS, 2012).

As diferencas entre as classificacdes podem ser reduzidas se considerarmos que existem
quatro grandes processos de fermentacdo: (1) alcodlica: estd associada a conversdo de
carboidratos em alcool (CoHsOH) e CO., utilizada para produzir bebidas fermentadas
alcodlicas. (2) lactica: consiste no processo pelo qual os aglcares sdo convertidos em &cido
lactico (C3HeOs3), usados para contribuir na seguranca microbiana, oferecer mais vantagens
nutricionais e sensoriais ao produto fermentado. (3) acética: neste tipo de fermentacao alguns
substratos (por exemplo, acglcar ou solugdes alcodlicas) sdo convertidos em acido acético
(CH3COOH) na presenca de oxigénio em excesso. (4) alcalina: processo atraves do qual a
proteina, usada como matéria-prima, € dividida em aminoacidos e peptideos, elevando o pH,
provocando ao alimento forte sabor e odor amoniacal (NAVARRETE-BOLANOS, 2012).
Entretanto, os tipos mais utilizados pela industria alimenticia, sdo: fermentacao alcodlica, latica
e acética (NESPOLO et al., 2015).

3.3 Kombucha e Cultura Starter

A kombucha é uma bebida originada por fermentacéo tradicional a partir do processo
fermentativo do ch& preto adocado e de uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras,
denominada como (SCOBY - symbiotic culture of bacteria and yeast) (JAYABALAN et al.,
2014).

O SCOBY, introduzido na fermentacdo da kombucha, é considerado como cultura de
micro-organismos presentes em matriz esponjosa celulésica em formato de sino, também
conhecido como “tea fungus” (fungo de cha, tradugéo livre) (DUTTA; PAUL, 2019), na qual
cresce em condicdes adequadas de pH e temperatura. Este biofilme celulésico é introduzido ao
ché& ou substrato a ser fermentado, sendo conhecido também como “cultura mae”. A medida
que a fermentacdo evolui, uma nova camada de SCOBY ¢ gerada na superficie do liquido, e
este, poderd ser utilizado para inocular um proximo substrato (JAYABALAN et al., 2014;
BLAUTH, 2019).
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A cultura mée ao final da fermentacdo continua com seu volume original, abaixo da
nova cultura formada, e afunda no liquido fermentado para a base recipiente. Ao passar dos
dias, ha a formacédo completa do novo SCOBY. Ao concluir o processo fermentativo as culturas
sdo retiradas, o liquido remanescente é filtrado e envasado em garrafas, estas sdo tampadas e
entdo armazenadas sob refrigeragcdo (JAYABALAN et al., 2014).

Junto com o SCOBY ¢ utilizado também como cultura starter no desenvolvimento de
bebidas fermentadas, uma pequena porc¢do liquida da Kombucha previamente preparado, na
qual tem como principal objetivo, diminuir o pH, a fim de impedir o crescimento de
microrganismos indesejaveis (WATAWANA et al., 2015).

A Cultura starter pode ser definida como preparagfes que possuem micro-organismos
vivos ou em estado latente na qual se desenvolvem pela fermentacdo de um determinado
substrato presente no meio (HAMMES e HERTEL, 1998).

3.4 Acucar como fonte de carbono para fermentacéo

O acucar € considerado um substrato essencial durante a fermentacdo de inimeros
produtos, incluindo a kombucha, visto que € o substrato utilizado para a simbiose de bactérias
e leveduras que o transformaréo nas substancias que a caracterizam. Conforme a RDC n° 271
de 22 de setembro de 2005, o agUcar é definido como a sacarose extraida do caldo de cana de
acucar ou de beterraba (BRASIL, 2005).

O acgucar cristal e o refinado possuem em sua composicdo mais de 99% de sacarose,
onde s&o obtidos por via da cristalizagéo do caldo de cana, sendo eliminadas outras substancias
presentes. O agucar refinado é gerado da mesma maneira que o cristal, a Unica diferenca é que
0 mesmo ¢é mais triturado e branqueado (CARRETTA, 2006).

No decorrer do processo de fermentacdo a sacarose € degradada por via de enzimas,
produzidas por leveduras que estdo presentes no SCOBY, e convertida em glicose e frutose.
Apos isto, as leveduras transformam a glicose em diéxido de carbono (CO>) e alcool etilico,
que sdo considerados as principais fontes para a producdo de acidos responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais do produto. Fora isto, as bactérias acéticas usam a sacarose como fonte
de carbono para produzirem uma rede de celulose como metabolito secundario da fermentacéo,
originando um novo SCOBY, principalmente as bactérias Acetobacter xylinnum
(JAYABALAN, 2014).

Conforme Reiss (1994), o melhor agucar para ser introduzido na producao da Kombucha

é o0 acUcar branco. Quando fontes diferentes de sacarose sdo aplicadas, como o melaco, por
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exemplo, o teor dos &cidos produzidos no decorrer do processo fermentativo é bem menor
(JAYABALAN et al., 2014; SANTOS et al., 2018; SANTOS, 2016).

3.5 Desenvolvimento de novos produtos alimentares funcionais

A inddstria alimenticia, em seus indmeros setores, vem promovendo a inovagdo, com
uma diversidade de produtos e, a0 mesmo tempo, gerando 0 aumento do consumo, tendo em
vista que o mercado para alimentos funcionais ainda é jovem e encontra-se em constante
crescimento (SALGADO, 2017).

Em busca de saude e bem-estar, os consumidores passaram a incluir na sua rotina uma
alimentacdo mais saudavel, que possua ingredientes funcionais e que gerem no final beneficios
a saude, como € o caso dos probiéticos (OLIVEIRA et al., 2014; MARTINS et al., 2015). Esses
alimentos sdo considerados produtos funcionais por conterem em sua constituicdo micro-
organismos vivos que sdo utilizados com o objetivo de promover beneficios a saide por meio
da colonizacdo intestinal e dos metabolitos produzidos (WENDLING & WESCHENFELDER,
2013; BRASIL, 2018).

Para receber a essa alegacdo de alimento funcional, o alimento pronto para 0 consumo
humano deve conter uma contagem maior que 10® UFC/g do micro-organismo viavel até o seu
prazo final de validade, sendo obrigatdrio essa informacao estar presente no rétulo do mesmo
(HUSSAIN et al., 2016). O processamento de alimentos probioticos deve ser bem criterioso
levando em consideracdo a escolha correta das culturas probioticas a serem utilizadas, o estagio
do processamento e concentracdo do indculo, assim como o controle constante das condigdes
de processo e das temperaturas de armazenamento e transporte (COMAN et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999) enfatiza que um produto
sO pode ser associado a uma propriedade funcional, se conter micro-organismos na contagem
indicada, que seja capaz de auxiliar o equilibrio da microbiota intestinal, quando seu consumo
¢ associado a uma alimentacdo equilibrada e vida saudavel, destacando que as culturas
probidticas empregadas em alimentos devem se manter viaveis no decorrer de toda a sua
producéo e armazenamento (BRASIL, 1999).

Diante disto, na ultima década ocorreu a introducdo no mercado global de mais de 500
produtos alimenticios que contém probiodticos em sua formulacdo, onde a presenca de novos
produtos no mercado continua em constante expansdo (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Procurando satisfazer os consumidores, a industria alimenticia vem cada vez mais

incluindo as bactérias probidticas em diversos alimentos e bebidas, como por exemplo:
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iogurtes, queijos, sorvetes, chocolates, cereais, sucos e produtos carneos. Assim, 0S
consumidores usufruem de refei¢fes saborosas, de qualidade, com acdes e efeitos benéficos a
salde (SIMEONI et al., 2014). Neste ramo, os produtos lacteos sdo os mais utilizados como
veiculos de bactérias probidticas, isso porque apresentam uma maior aceitacdo comercial, além
de conterem um excelente valor nutritivo (CASTRO CISLAGHI et al., 2012).

Embora as culturas probidticas, em grande parte, estarem incluidas em produtos lacteos
fermentados, existe um crescente nimero de pessoas intolerantes a lactose, alérgicas as
proteinas do leite, adeptas ao vegetarianismo e as que ndo consumem produtos lacteos por
questBes de habito ou cultura. Logo, a inclusdo dos probidticos em matrizes ndo lacteas, como
frutas e produtos carneos, permite o seu consumo por estes individuos (MARTINS et al., 2013).

Entre os produtos de origem vegetal que apresenta um grande potencial ao
desenvolvimento de alimentos com propriedades probioticas, destacam-se as bebidas de frutas
que, por conta das suas caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais, podem se tornar uma
possibilidade de meio para o desenvolvimento de novos produtos com alegagdo funcional
(MARTINS et al., 2015).

Diante disto, diversos estudos vem avaliando novas alternativas de matérias-primas
para a fermentacdo de bebidas semelhantes ao kombucha, como o leite (HRNJEZ et al.,
2014); café (WATAWANA, JAYAWARDENA e WAISUNDARA, 2015); suco de cacto péra
(AYED & HAMDI, 2015); suco de uva ( AYED, BEN ABID, & HAMDI, 2017); fruta cobra
( ZUBAIDAH et al., 2018); cha rooibos ( GAGGIA et al., 2019 ); bagas de goji pretas e
vermelhas ( ABUDUAIBIFU & TAMER, 2019); Folhas de mostarda africana (RAHMANI et
al., 2019); e suco de cenoura preta, louro cereja, abrunheiro e framboesa vermelha ( ULUSOY
e TAMER, 20109).

Moraes, Bender e Kotwtz (2020) avaliaram kombuchas fermentadas com cha preto
acrescidas de polpas de frutas (maracuja, uva, morango e macd), as mesmas foram produzidas
por produtores regionais da cidade de Toledo no Parand, j& Leonarski et al. (2021)
desenvolveram um kombucha utilizando coproduto de acerola como matéria-prima.

Logo, a inclusdo de coprodutos oriundos das frutas como uma opcdo de matriz para o
desenvolvimento de bebidas fermentadas, pode atuar potencializando o processo fermentativo,
agregando teor nutricional, tendo em vista a riqueza em macro e micronutrientes que 0S mesmos
possuem, além de atuar diminuindo os impactos ocasionados pelo descarte desses coprodutos
no meio ambiente.

Diante disto, o desenvolvimento de uma bebida com caracteristicas funcionais que

contém em sua composicdo uma materia prima de baixo custo e totalmente acessivel a
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sociedade e industrias alimenticias ird gerar um produto final contendo um pool de nutrientes e

micro-organismos que sao essenciais para manutencdo da satde humana.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo, matéria-prima e local de execucéo

Trata-se de um estudo exploratdrio, experimental e comparativo. Foram utilizados como
matéria prima os coprodutos de frutas tropicais, que foram fornecidos por uma indudstria
localizada em Fortaleza-CE, além de agucar (Unido®, Sdo Paulo) e agua. As amostras foram
cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), sob nimero de acesso AA72205, por meio da Universidade
Federal do Ceara.

Para que o processo fermentativo ocorresse, fez-se necessario um meio de cultura
starter. No presente estudo foi utilizado como cultura starter o SCOBY (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeasts) e o liquido oriundo do final da fermentacao da kombucha teste (elaborada
antes para servir como base de cultura starter).

Apo6s o processo de fermentagdo, foram utilizadas na etapa de saborizacdo a polpa da
fruta correspondente ao coproduto de cada formulacdo (Acerola, Goiaba e Tamarindo). As
polpas foram fornecidas pela mesma industria responsavel pelos coprodutos.

Todas as medidas foram obtidas utilizando balanga analitica de precisdo (Adventurer
Ohaus Toledo AR2140, Brasil), assim como também, todas as analises foram realizadas em
triplicata.

As analises propostas no presente estudo foram realizadas nos laboratdrios de Frutos e
Microbiologia de Alimentos, situados no Departamento de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza/CE, como também no laborat6rio de Bromatologia
(LABROM) da Universidade Federal de Campina Grande, Cuité/PB. O desenvolvimento das
formulacdes e a cinética de fermentacdo foram realizada no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em

Alimentos da Universidade Estadual da Paraiba, em Campina Grande/PB.

4.2 Selegéo das formulagdes

Antes da etapa de desenvolvimento das formulacOes, foi realizada a selecdo dos

melhores coprodutos a serem utilizados, tendo como base o teste de atividade antioxidante total.
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No total seis coprodutos foram utilizados nesse processo de selecdo, sendo eles: acerola, goiaba,

tamarindo, maracuja, caja e abacaxi.

4.2.1 Teste de capacidade antioxidante

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical 2,2’-
azino-his (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS*") conforme descrito por Re et al.
(1999) adaptado por Rufino et al. (2007). Foram utilizadas trés concentracGes diferentes dos
coprodutos a serem testados. Uma aliquota de 30 pL de cada dilui¢ao reagiram com 3 mL da
solucdo resultante do radical ABTS®" no escuro. As absorbancias foram medidas em
espectrofotbmetro a 734 nm, ap6s 6 min da mistura.

Como referéncia foi utilizado uma curva padrdo entre 100 a 1500 uM de Trolox (6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico). Os resultados foram expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (uM Trolox/g de amostra). Com base no

resultado, foram selecionados trés coprodutos para o desenvolvimento das formulagdes.

4.3 Elaboracéo das Formulagtes

A Figura 1 apresenta o fluxograma que foi utilizado como base para a elaboragao de

todas as formulagdes.
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Figura 1 - Fluxograma do processo para o desenvolvimento das bebidas fermentadas.

AQUISICAO DAS INFUSAO DOS

MATERIAS PRIMAS COPRODUTOS DE 8
(COPRODUTO DE FRUTA (10% m/v) EM FILTRACAO DA
FRUTA, AGUCAR AGUA POTAVEL E el
PRUTS ASHCAR, ACUCAR TECIDO FELTRO.

POLPA DE FRUTAS) (90°C/5 min)

INOCULAGAO ( > .

RESFRIAMENTO  [IIQ 15% m/v DA FERMENTACAO 1 (ATE

(24°C £ 2) CULTURA START ATINGIR O pH 2.9+1)
+20% DE SCOBY)

2 2 INICIO DA FERMENTAGAO 2,
SABORIZAGAO ( INCLUSAO DE ONDE O LiQUIDO SABORIZADO
20% m/v DA POLPA FOI ENGARRAFADO,

CORRESPONDENTE A CADA PERMANECENDO EM
COPRODUTO TESTADO) TEMPERATURA AMBIENTE POR
24 HORAS,

REFRIGERACAO
(12c° £2)

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

De inicio, foi realizada a etapa da infusdo (90°C + 2 por 5 minutos), utilizando agua
potavel e os coprodutos de fruta especificos para cada formulacdo, com o adicional de agucar
(10% m/v), onde os valores utilizados para cada ingrediente estdo expressos na Tabela 3.

Concluido a etapa de infusdo, as amostras foram filtradas em tecido feltro, a fim de
eliminar os residuos sélidos dos coprodutos, deixando apenas o liquido oriundo da infusdo.
Apos isto, o liquido foi resfriado até obter uma temperatura de 24°C + 2, onde, ao atingir essa
temperatura foi adicionado 15% m/v do liquido da kombucha e 20% m/v de SCOBY em todas
as formulacdes, dando inicio assim, ao processo de fermentagdo 1 (F1), na presenca de
oxigénio. Cada formulagdo foi elaborada em 3 lotes, garantindo assim um resultado mais

fidedigno.
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Tendo em vista que cada coproduto de fruta testado poderia apresentar um
comportamento diferente, o tempo de fermentacdo de cada formulacdo foi determinado com
base no pH estabelecido para todas as formulagdes (2,9 +1). O pH estabelecido para encerrar
0 processo fermentativo teve como base a Instru¢cdo Normativa n° 41/2019, na qual estabelece
para a kombucha um padrdo de pH, onde o pH minimo é de 2,5 e 0 maximo de 4,2
(KOVACEVIC et al, 2014; BRASIL, 2019).

Ap0s conclusdo do processo da fermentacdo 1, foi realizado a segunda fermentacgéo (F2)
visando a obtencdo de gas na bebida e saborizacdo, onde foi adicionado 20% m/v da polpa
correspondente a cada formulacgdo, e logo em seguida foram envasadas em garrafas PET,
permanecendo em repouso por um periodo de 24 horas em temperatura ambiente. Assim que
foi finalizada a etapa de saborizacdo, todas as formulagbes foram armazenadas em
refrigeradores sobre a temperatura de 12 °C + 2, a fim de reduzir o processo fermentativo. Ao
total foram elaboradas trés formulacdes, a saber: FCA (Formulagcdo com Coproduto de
Acerola); FCG (Formulagdo com Coproduto de Goiaba); FCT (Formulagdo com Coproduto de

Tamarindo).

Tabela 3 - Composicdo das Formulages.

FCA FCG FCT
Agua (L) 1 1 1
Coproduto (m/v) 10% 10% 10%
Acucar (m/v) 10% 10% 10%
Cultura Starter (Liquido da Kombucha) 15% 15% 15%
(miv)
SCOBY (m/v) 20% 20% 20%
Saborizacéo (Polpa da fruta 20% 20% 20%

correspondente a cada formulagdo) (m/v)

Fonte: Autoria Prépria, 2022. FCA (Formulagdo com Coproduto de Acerola); FCG (Formulagdo com Coproduto

de Goiaba); FCT (Formulagdo com Coproduto de Tamarindo).

4.4 Caracterizacao das formulacdes selecionadas

4.4.1 Cinética de Fermentacéo

As formulagdes elaboradas no presente estudo foram submetidas durante o seu

desenvolvimento a avaliagdo da cinética por via do pH, acidez titulavel total e teor de t6lidos
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tolUveis totais, durante a primeira fermentacdo (F1) e a segunda fermentacdo (F2), conhecida

como fermentacao de saborizacéo.

Durante a fermentacdo 1 (F1), foi realizado a cinética nos tempos de: 0, 48, 72, 96 e 168

horas. J& na fermentacédo 2 (F2) a cinética ocorreu nos tempos de 0 e 24 horas.

O Teor de Soélidos Sollveis Totais (SST) foi mensurado por via da leitura direta das
amostras em refratdmetro portéatil, modelo RT-32 (escala de 0 a 32 °Brix), onde foi adicionado
uma alicota da solucdo de cada amostra no prisma, em seguida realizou-se a leitura direta com
correcao da temperatura feita através de tabela proposta pelo Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, com medidor digital modelo
(Jenway 3505, Reino Unido) calibrado com solucdes tampédo de pH 4,0 e 7,0, seguindo a
metodologia descrita por IAL (2008). Os resultados foram expressos em unidades de pH.

A Acidez Titulavel Total (ATT) foi determinada pelo método titulométrico, na qual se
baseia na neutralizacdo dos ions H+ com a solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N,
padronizada com biftalato de potéssio, como titulante, onde os resultados foram expressos em
% de acido acético (1AL, 2008).

4.4.2 Analises fisico-quimicas

4.4.2.1 Umidade

A umidade foi obtida pelo método de secagem das amostras em estufa de circulacéo
(Tecnal TE-394/2, Brasil) a 105°C até peso constante, conforme a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.4.2.2 Atividade de Agua

A atividade de &gua foi avaliada através de leitura direta das amostras em temperatura
de aproximadamente 25 °C, no equipamento higrémetro Aqualab, modelo 3TE, fabricado pela
Decagon (1AL, 2008).

4.4.2.3 Cinzas

A determinacdo do valor total de cinzas presente nas amostras ocorreu por via da

incineracdo das amostras em forno mufla (Quimis 318M, Brasil) aquecida a 550 °C, até o
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momento que se observou a obtencdo de um residuo isento de carvdo, com coloragdo branca

acinzentada, seguindo a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.4.2 .4 Proteina Bruta

A quantificacdo de proteina bruta das formulagdes foi realizada por meio do método
classico de digestdo de micro-Kjeldahl, utilizando-se 6,25 como fator de conversdo nitrogénio-
proteina (MA & ZUAZAGA, 1942; IAL, 2008). Inicialmente foi realizado a conversdo das
amostras analisadas, de mL para 1g, em balanca analitica de precisdo (Adventurer Ohaus
Toledo AR2140, Brasil). Feito isto, lotes de 1g de cada formulagdo foram digeridos em bloco
digestor, aproximadamente 400 °C, enquanto embebidos em solucdo de &cido sulfurico e sais
cataliticos (didxido de titanio, sulfato de cobre e sulfato de potassio). A solucéo de nitrogénio
digerido foi destilada em destilador de nitrogénio e o destilado foi coletado em Erlenmeyer ja
com 25 mL de &cido borico 0,033M. A solucdo final foi titulada com &cido sulfurico 0,05M até
0 ponto de viragem do indicador vermelho de metila (1%).

O célculo da composic¢do centesimal de proteinas de cada formulacdo (PRO), foi obtido
através da Equacdo 1, onde V foi o volume de &cido gasto na titulagdo final e P é o numero de
gramas da amostra inicial.

V x 0,14 x 6,25

PRO (%) = P

Equacdo (1)

4.4.2.5 Lipidios

A determinag&o do teor dos lipidios foi realizada segundo 0 método proposto por Folch,
Lees e Stanley (1957), na qual utilizou como solvente extrator a mistura de cloroférmio:metanol
(2:1, vIv). O processo de conversdo de volume para peso de cada amostra foi 0 mesmo descrito
no método de determinacdo de proteina. De inicio, 2g da amostra foi homogeneizado em
agitador com 30 mL de solugéo cloroférmio/metanol (2:1). Em seguida, fez-se a filtragem com
papel de filtro, adicionando 20% do volume filtrado de solu¢édo de Sulfato de Sédio 1,5 %, onde
foi agitado com cuidado para que ndo ocorresse a saponificacdo. Na separacao das fases polar
e apolar a porcao polar foi descartada, em seguida, foi retirado 5 mL do volume presente na
parte apolar e colocado em cada béquer. Apos isto, os béqueres foram levados para evaporagao

em estufa a 105°C.
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4.4.3 Anélises Microbioldgicas

As formulag6es prontas foram submetidas as analises de contagem de coliformes totais,
coliformes termotolerantes, Escherichia coli e contagem de meséfilos aerdbios seguindo o
método rapido de analise conhecido como Compact Dry “Nissui”, fabricado pela empresa
Nissui Pharmaceutical Co e certificado pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2002). A pesquisa de Salmonella sp foi realizada pela metodologia da American Public
Health Association (APHA, 2001).

As unidades dos resultados estdo expressas em Unidade formadora de col6nias por
grama de amostra (UFC/g) para Escherichia coli, coliformes totais e termotolerantes. Para
Salmonella sp, os resultados estdo demostrados em auséncia ou presenca em 25 mL e para

contagem mesofilos aerdbios em Unidade Formadora de Col6nias por mL (UFC-mL™).

4.4.3.1 Contagem de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli

Para contagem de coliformes totais e termotolerantes foi realizado a homogeneizagédo
da amostra para posterior inoculacdo de 1 mL de amostra em placa de Compact Dry EC, sendo
posteriormente incubado a 35°C por 24 horas.

Apos o tempo de incubacéo foi realizada a avaliagdo de crescimento. O resultado para
contagem de coliformes termotolerantes foi obtido pela contagem de coldnias de E. coli, as
quais se caracteriza pela presenca de coldnias de coloragédo azuis. O resultado para contagem
de coliformes totais foi obtido pela soma de coldnias vermelhas e azuis, presentes na Compact

Dry.

4.4.3.2 Salmonella sp

A determinacdo de Salmonella sp foi realizada por meio de etapa inicial de pré-
enriquecimento da amostra, na qual uma amostra de 25 mL foi transferida para 225 ml de caldo
lactosado, e incubado a 35°C por 24 horas. Seguido para a etapa de enriquecimento seletivo,
onde ocorreu a transferéncia de uma aliquota de 1 mL para o caldo Tetrationato e outra aliquota
de 1 mL para o caldo Rappaport-Vassilidis modificado, sendo incubado a 35°C por 24 horas.
A etapa seguinte compreendeu a realizagdo de estrias de esgotamento, com alcadas
provenientes dos caldos seletivos, em meio de cultivo agar entérico Hektoen (HE) e agar Xilose

Lisina Desoxicolato (XLD), onde o resultado foi descrito em auséncia/presenca em 25 mL.
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4.4.3.3 Mesofilos aerdbios

Para analise de mesofilos aerdbios, foi realizado a homogeneizacdo da amostra e
posterior inoculacdo de 1 mL de amostra em Compact Dry TC. Em seguida, realizou-se a
incubacdo a 35°C por 48 horas. Finalizado o tempo de incubacéo, foi realizada a avaliagdo de

crescimento indicado pela presenca de col6nias de coloragdo vermelha.

4.4.4 Determinacdo da atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS*®"), seguindo a metodologia descrita

no item 4.2.1.

4.4.5 Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) e Teste de toxicidade aguda 96 h das

formulacgGes selecionadas

Para a andlise de toxicidade, foram utilizados zebrafish (D. rerio) adulto (ZFa),
selvagens, ambos 0s sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5+ 0.5cme peso 0.4 £0.1
g, adquiridos na Agroguimica: Comércio de Produtos Veterindrios LTDA, fornecedor
localizado na cidade de Fortaleza (Ceara, Brasil). Um grupo de 32 peixes foi aclimatados por
24 horas em aquarios de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo agua desclorada (anticloro
ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de
14:10 horas de claro/escuro. Os peixes receberam ragao (Spirulina®) ad libitum 24 horas antes
dos experimentos. Apos a realizacdo dos experimentos, os peixes foram sacrificados por
imersdo em agua gelada (2-4 °C), durante 10 minutos, até a perda da mobilidade opercular
(CONCEA, 2018). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica do Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), sob protocolo n°
1806202101.

O teste de campo aberto (AHMAD; RICHARDSON, 2013) foi realizado com o intuito
de avaliar alteracdo ou ndo da coordenacdo motora dos animais, seja por sedacdo e/ou
relaxamento muscular. Inicialmente, os animais (n=6/gupo) foram tratados com 20 pL, via oral,
de cada formulacao (100%, 75% e 50% de cada formulacao) ou veiculo (dgua destilada estéril;
20 pL; v.0.). Um grupo de animais sem tratamentos foi incluido (Naive). Ap6s 1 hora dos
tratamentos, os animais foram adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo
a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes, onde foi avaliado a atividade
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locomotora através da contagem do namero de cruzamento de linhas (CL). Fundamentando-se
com o valor do CL do grupo Naive (100%).

A andlise de toxicidade por zebrafish foi realizada a partir da metodologia proposta por
Magalhdes et al. (2017). No momento do experimento, 0s animais foram selecionados de forma
aleatoria, transferidos para uma esponja Umida e tratados com as amostras testes ou controle,
por via oral (v.0.) (COLLYMORE; RASMUSSEN; TOLWANI, 2013). Para os tratamentos via
oral foi usada pipeta automatica variavel de 20 pL com ponteiras estéreis, onde os animais
(n=6/cada) foram tratados com 20 UL, via oral, de cada formulacéo (100% ou 75% ou 50%) ou
veiculo (dgua destilada estéril; 20 uL; v.0.). Em seguida, os animais foram acondicionados
individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de 4gua do mesmo aquario para
repouso. O grupo veiculo (4gua destilada estéril) foi utilizado como controle. Apds 96 horas
dos tratamentos, foi anotado o numero de peixes mortos em cada grupo e determinado a
concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLso) através do método matematico
Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR et
al., 2015).

4.4.6 Analise Sensorial

O estudo foi submetido ao Comité de Etica e aprovado com parecer n° 4.729.905. As
formulagdes selecionadas e otimizadas foram estudadas sensorialmente de maneira adaptada
devido ao momento pandémico causado pela COVID-19 e necessidade de isolamento social.
Entdo, para esse estudo foram realizados os testes Check-All-That-Apply (CATA), Rate-all-
that-apply (RATA) e aceitacdo no domicilio dos provadores. Vale ressaltar que, para a
producéo e entrega das formulagdes foram seguidas as medidas preventivas orientadas pelo
Ministério da Saude (2020) e ANVISA (2020).

Antes de iniciar a avaliacao das amostras, foi solicitado aos provadores o preenchimento
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi anexado ao questionario
enviado para cada um dos provadores. A pesquisa s6 deu prosseguimento apés a aprovacgdo do
projeto pelo comité de ética, sendo necessario que os julgadores aceitassem, mediante as
condicdes e critérios estabelecidos, participar voluntariamente do estudo.

Previamente, foram entregues na residéncia de cada provador trés formulacGes de
kombuchas de coprodutos de frutas (FCA, FCG e FCT), em garrafas PET, contendo em média
100 mL de produto, acompanhado de uma carta com todas instrucdes e com o link e QR code

de acesso ao formulario.



36

Para limpeza do palato foi solicitado, no formulario, que os provadores bebessem um
pouco de agua mineral em temperatura ambiente entre uma amostra e outra (STONE; SIDEL,
2012).

4.4.6.1 Teste de aceitacdo, CATA e RATA

Os testes foram aplicados com 60 provadores. As amostras foram avaliadas em copos
plasticos contendo em média 100 mL de cada amostra. Foram disponibilizados formularios
(Anexo A): teste de aceitacdo com notas atribuidas de 1 a 9, variando de 1 (desgostei
muitissimo) a 9 (gostei muitissimo), para verificar o nivel de aceitacdo dos participantes em
relacdo a aparéncia, aroma, sabor e a aceitacdo global; e teste CATA com 24 termos descritivos,
relacionados a aparéncia, ao sabor e ao aroma, para selecdo de atributos que mais
representassem o tipo de produto, além do teste RATA, onde os provadores avaliaram a
aplicabilidade dos termos que se aplicavam as amostras, usando uma escala de 5 pontos, sendo
1 = pouquissimo; 2 = pouco; 3 = médio; 4 = muito e 5 = muitissimo. Os termos selecionados
para serem aplicados no RATA, foram os seguintes: Aparéncia, Aroma e Sabor. J& os atributos
utilizados para cada termo foram correspondentes a caracteristicas presentes em cada
formulacdo. O questionario utilizado para o teste RATA encontra-se presente no anexo A.

Também foram avaliadas quanto a intencdo de compra através de escala estruturada de
cinco pontos, na qual 5 representa “certamente compraria” e 1 “certamente ndo compraria”

(DUTCOSKY, 2011).

4.4.7 Estatistica

A analise estatistica foi realizada através de Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de
Tukey (p=0,05), onde foram utilizados para avaliar diferengas significativas entre as amostras,
submetidas a mesma analise. A cinética de fermentagdo foi realizada por via da analise de
regressdo, onde os dados foram avaliados utilizando o software SigmaStat.

Os dados obtidos na andlise sensorial foram avaliados por ANOVA, seguido por
comparacdes das médias dos valores heddnicos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O
teste de Cochran Q foi realizado afim de identificar diferencas significativas de cada atributo
do método CATA. Os resultados da anélise sensorial também foram avaliados através da
Anélise dos Componentes Principais (ACP). Todos os testes foram realizados por intermédio

do programa Assistat, versdo 7.7 beta, exceto a sensorial que foi realizada por intermédio do
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programa XLSTAT (2021).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de selecdo dos coprodutos de frutas a serem utilizados no desenvolvimento das

bebidas fermentadas

Os resultados da atividade antioxidante pelo ensaio ABTS™ estdo expressos na Tabela 4
como valor TEAC, que ¢ definido como a concentracdo de Trolox que apresenta 0 mesmo
percentual de inibicdo que uma concentracdo de 1 mM do composto de referéncia. Logo, quanto

maior for o valor TEAC, mais forte € o seu potencial antioxidante.

Tabela 4 - Atividade antioxidante total (ABTS) dos coprodutos de frutas.

PARAMETROS
ABTS (umol
TEAC/qg)

Abacaxi Maracuja  Caja Goiaba  Tamarindo  Acerola

1,240,016  1,3+0,03° 5,740,02° 2,06+0,05¢ 28,3+0,28° 44,640,422

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022. **Média + desvio-padrdo com letras minUsculas diferentes na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com base nos valores obtidos, trés coprodutos de frutas foram selecionados para serem
utilizados no desenvolvimento das bebidas fermentadas, dando preferéncia aos que
apresentaram valores mais altos. Os coprodutos selecionados foram os seguintes: Acerola
(44,6+0,42), Tamarindo (28,3+0,28) e Goiaba (2,06+0,05) (umol TEAC/g). O coproduto de
goiaba entrou como substituto para o coproduto de caja (3°colocado), em virtude da falta de
matéria prima, ocasionada pela entressafra da fruta.

Em um estudo realizado por Sousa e Vieira (2011), foram constatados os seguintes
valores para atividade antioxidante: 0,14 + 0,0015 para o extrato aquoso do coproduto de
goiaba, 0,51 + 0,103 para o0 extrato aquoso do coproduto de acerola e 0,11 + 0,017 (umol
TEAC/g) para 0 extrato aquoso do coproduto de abacaxi, sendo ambos inferiores aos
encontrados no presente estudo para os respectivos coprodutos. De Freitas et al. (2020)
verificaram nos frutos de cajd um valor para atividade antioxidante que variou entre 15,86 +
0,66 a 18,05 = 0,26, (umol TEAC/g), valores estes superiores ao encontrado nos coprodutos de
caja nesse estudo, ja para a polpa de tamarindo, Canuto et al. (2010) constataram um de valor
de 2,9 £ 0,2, (umol TEAC/g) valor inferior ao encontrado no presente estudo para o coproduto
de tamarindo (28,3 + 0,28") (umol TEAC/g).
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A avaliagéo e o0 consumo de compostos com capacidade antioxidante vém despertando
interesse de pesquisadores e consumidores, iSO porque se associa 0 consumo dos mesmos a
diminuicao de doencas degenerativas, provenientes da presenca de radicais livres. A capacidade
antioxidante é atribuida a capacidade da amostra de extinguir os radicais livres, doando &tomos
de hidrogénio, elétrons ou cations metélicos quelantes. Logo, 0s mesmos possuem a capacidade
de prevenir os efeitos deletérios da oxidagdo e, quando incluidos a dieta humana, podem
proporcionar diversos beneficios a saide (MARIANO-NASSER et al. 2017; CHUAH et al.
2020).

Os beneficios proporcionados pelos antioxidantes naturais estdo associados a presenca
de acido ascorbico, antocianinas, carotenoides, compostos fendlicos e outros com atividade
antioxidante, que podem ser encontrados com facilidade em diversas frutas e vegetais
(RUFINO et al., 2007; BATISTA et al., 2018; CARVALHO et al., 2020).

5.2 Cinética de fermentacéao

Os resultados para a cinética de pH podem ser observados nas Figuras 2 e 3, onde na
Figura 2 estdo expressos os resultados referentes a F1 de cada formulacdo e na Figura 3 0s

resultados obtidos na F2.

Figura 2 - Médias de pH das formula¢des FCA, FCG e FCT no decorrer da fermentacédo 1.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.
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Figura 3 - Médias de pH das formulagdes FCA, FCG e FCT no decorrer da fermentacéo 2.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

O pH é um par@metro importante em processos fermentativos, pois garante a seguranca
contra o crescimento de micro-organismos patogénicos (pH <4,2) e previne alteraces
estruturais de compostos antioxidantes (HUR et al., 2014).

Foi possivel observar durante a primeira fermentacéo a reducdo do pH com o passar do
tempo, onde na FCA o pH inicial foi de 3,02, ap6s 48 horas 0 mesmo caiu para 2,8, onde no
tempo final da F1 o mesmo reduziu para 2,64. Resultados semelhantes foram constatados na
FCG, iniciando com pH de 3,45 e terminando com pH de 2,85. A FCT apresentou também uma
reducdo com o passar do tempo, saindo de 3,21 para 2,78 ao final da F1.

Ao concluir a F1, foi realizado a leitura do pH durante a etapa de saborizagdo (F2), que
durou 24 horas, sendo realizado a leitura no tempo 0 e 24 horas, onde foi observado uma
pequena reducdo do pH para todas as formulacdes, sendo a F1 responsavel por uma maior
reducdo do pH nas formulacgoes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Leonarski et al. (2021), que produziram
bebidas do tipo kombucha utilizando coproduto de acerola, onde o pH inicial foi de 3,24, 3,34
e 3,27, respectivamente, para as bebidas preparadas com 1%, 3% e 5% de coproduto acerola,
onde todas as amostras apresentaram comportamento semelhante, tendo uma reducéo do pH até
0 12° dia de cultivo, constatando apos 15 dias de fermentacdo um pH de 2,49, 2,54 e 2,58
respectivamente, sendo bem préximo dos valores encontrados ao final da F2 do presente estudo
(FCA “2,82” FCG “3,12” ¢ FCT “2,78”).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
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Ahmed; Hikal; Abol-Taleb (2020) ao avaliarem o pH de trés tipos de kombucha
fermentadas com arroz e cevada nos tempos de 6 e 8 dias de fermentacao, conseguiram perceber
a reducéo desse parametro do sexto dia para o oitavo dia, corroborando assim com os resultados
constatados no presente estudo.

Essa queda observada em todas as formulagdes pode ser atribuida pela producéo de
acidos organicos durante a fermentacdo, que provocam a reducdo do pH da kombucha,
reduzindo assim o nimero de possiveis patdgenos, gerando uma bebida segura para consumo,
mesmo sendo de origem microbiana (MARTINEZ LEAL et al., 2018). Segundo Jayabalan
(2010), um pH final de 2,5 sinaliza o fim do processo fermentativo, estando este proximo ao
que foi observado no final da F1.

Os valores de pH encontraram-se dentro da faixa permitida, conforme a instrucédo
normativa que regulamenta a bebida (IN. n® 41, MAPA, 2019), onde a norma estabelece valores
de pH entre 2,5 e 4,2 do produto final (BRASIL, 2019).

Atraveés das Figuras 4 e 5 foi possivel perceber em todas as formulagdes um aumento
gradual da acidez (%) no decorrer das fermentacdes 1 e 2. A FCA iniciou com uma acidez de
0,32 %, evoluindo para 0,94% ao final da F2. J4 a FCG teve uma acidez inicial de 0,26% e final
de 0,75%. A FCT foi a formulacdo com maior percentual de acidez inicial e final, sendo
respectivamente 0,44% e 1%. A FCG foi a formulacdo que obteve um menor percentual de
acidez.

Figura 4 - Médias da % de acidez em acido acético das formulacdes FCA, FCG e FCT no
decorrer da fermentagdo 1.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Figura 5 - Médias da % de acidez em acido acetico das formulagdes FCA, FCG e FCT no
decorrer da fermentacao 2.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

No estudo de Rodrigues et al. (2018), ao realizarem a caracterizacédo fisico-quimica em
uma kombucha a base de hibisco, encontraram um valor igual a 0,18% de acidez titulavel. Os
valores relatados estdo consideravelmente abaixo dos valores encontrados no presente estudo,
isso pode ser explicado devido ao fato de que o substrato utilizado para fermentar foi diferente,
bem como o tempo de fermentacéo e o SCOBY.

Ja Tannticharakunsiri et al. (2021), encontraram um valor de acidez titulavel de
aproximadamente 0,6% em uma Kombucha fermentada com cha oolong por 7 dias, préximo
ao verificado em determinados tempos para algumas formulacdes do presente estudo, como a
FCA que obteve 0,6% nos tempos de 48 e 72 horas.

O aumento significativo da acidez titulavel no decorrer do processo fermentativo € um
comportamento esperado, isto por conta da producdo de acidos caracteristicos que sdo gerados
através do metabolismo das bactérias acéticas. Entretanto, as oscilacbes observadas neste
experimento podem ser decorrentes da rapida volatilizacdo do acido acético que pode ter
ocorrido durante a coleta das amostras ou até mesmo no decorrer do periodo fermentativo
devido a porosidade do tecido usado para a cobertura do bocal, o que pode ter facilitado a
volatilizagdo dos acidos. Um teor de acidez total titulavel entre 0,4 e 0,45 % tem sido relatado

como indicativo do término do processo fermentativo (VELICANSKI et al., 2014).
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Rodrigues et al. (2018) afirmam que a producdo de &cidos durante o processo de
fermentacdo justifica a variacdo dos solidos sollveis totais, visto que as bactérias acéticas

presentes no SCOBY consomem o acgucar, convertendo-os em acidos organicos.

Figura 6 - Médias do Teor de Sélidos soluveis total (°Brix) das formulacdes FCA, FCG e FCT
no decorrer da fermentagéo 1.
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Figura 7 - Médias do teor de Sélidos soluveis total (°Brix) das formulacdes FCA, FCG e FCT
no decorrer da fermentacgéo 2.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

A FCA iniciou a primeira fermentagcdo com um teor de solidos totais de 6,97 e finalizou
com 6,63, onde ao iniciar a F2 teve um aumento significativo (7,50), sendo reduzido para 7,13
em 24 horas. A FCG, iniciou com 7,43 e finalizou a F1 com 7,30, tendo também um aumento
ao iniciar a F2 (8,10), reduzindo ap6s 24 horas (7,87). As mesmas observacdes foram
percebidas na FCT, onde iniciou a F1 com 7,70 e encerrou com 7,37, aumentando durante a F2
(8,30) e reduzindo ao final da F2 para 8,17.

A reducdo dos teores de solidos sollveis totais foi observada em todas as formulacdes
para ambas as fermentag6es (F1 e F2). O aumento do mesmo ao iniciar a F2 (saborizac¢do) pode

ser atribuido a adicdo da polpa de fruta para o processo de saborizacéo.

5.3 Caracterizacao Fisico-quimica das formulacdes de kombucha

Na Tabela 5 sdo apresentados os parametros fisico-quimicos obtidos para as
formulagdes: FCA, FCG e FCT.

Tabela 5 - Caracterizacdo Fisico-quimica das Formula¢des de Kombucha.

Caracteristica FCA FCG FCT

Umidade (%) 95,41 + 0,062 93,69 +0,23" 93,81 £ 0,16°
Cinzas (%) 0,16 + 0,022 0,13 +0,01° 0,15 £ 0,01%
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Atividade de Agua (aw) 0,99 + 0,002 0,99 + 0,002 0,99 + 0,002
Proteina (%) 0,11 + 0,002 0,10 + 0,012 0,11 + 0,012
Lipideos (%) 0,46 + 0,022 0,46 + 0,012 0,46 + 0,01
ABTS (umol TEAC/g) 19,96 + 0,772 1,32 +0,04b 1,08 + 0,06

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.2¢*Média + desvio-padrao com letras minasculas diferentes na mesma linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Legenda: FCA (Formulacédo com Coproduto de Acerola;
FCG (Formulagdo com Coproduto de Goiaba) e FCT (Formulagdo com Coproduto de Tamarindo.

Constatou-se uma alta umidade, variando entre 93,69 + 0,23 (FCG) a 95,41 + 0,06
(FCA) (%). Por se tratar de bebidas fermentadas que contém uma grande quantidade de agua

em sua composicao, essa alta umidade e atividade de agua séo esperadas.

Os teores de cinzas variaram entre 0,13+0,01 (FCG) a 0,16+0,02 (FCA) (%), esses
baixos valores encontrados nas formulagBes podem ser atribuidos ao alto teor de umidade
presente nas mesmas. O contetido de cinzas est4 associado a matéria inorgénica do alimento,
assim, alimentos com alto percentual de &gua apresentam baixa quantidade de residuos
incinerados (PERFEITO; CORREA; PEIXOTO, 2017).

A atividade de agua (aw) é considerada um importante fator na avaliacdo da estabilidade
de bebidas e alimentos, isso por corresponder a agua termodinamicamente disponivel para as
reacdes quimicas e bioquimicas (AZEREDO et al., 2012).

Além disto, a atividade de agua (aw) é capaz de fornecer dados importantes sobre a
umidade contida na matéria-prima. Observa-se que, quanto menor essa atividade, mais lentas
serdo as reacOes bioguimicas e com isso, menor serd a mobilidade da atividade enzimatica
(SILVEIRA et al., 2016).

De acordo com Ribeiro e Seravalli (2007), a atividade de agua é classificada em baixa
(aw até 0,600), intermediaria (entre 0,600 a 0,900) e alta (acima de 0,900). Diante disso, todas
as formulagdes obtiveram uma alta atividade de &gua, variando entre 0,99 + 0,00 (FCA) a 0,99
+ 0,00 (FCG e FCT) (%).

Os teores protéicos verificados nas amostras foram respectivamente de 0,11 £ 0,00 para
a FCA, 0,10 £ 0,01 para FCG e 0,11 £ 0,01 para FCT (%), ndo sendo observada diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05). Cardoso et al. (2018) constataram um valor de 0,087
mg/100mL de proteina nas amostras de kombucha de cha preto. JA Moraes; Bender & Kottwitz
(2020) verificaram na kombucha de maracuja uma quantidade de proteinas de 0,20 g/100mL,
enguanto a kombucha de uva apresentou 0,33g/100mL, valores semelhantes aos obtidos no

presente trabalho.
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Os lipideos sdo compostos importantes em alimentos, pois conferem apelo sensorial e
palatabilidade, incluindo qualidades desejaveis de textura, sabor e cor, além disso, os lipidios
de origem animal e ou vegetal desempenham fun¢ées essenciais no organismo humano, atuando
como fonte de reserva de energia, sintese de diversas substancias ou melhor funcionamento
destas, como as vitaminas lipossoluveis, fosfolipidios e os esterois (SCHERR; RIBEIRO, 2009;
MONTESANO et al., 2018).

As amostras apresentaram um baixo teor de lipideos (0,46 + 0,02 para FCA, 0,46 £ 0,01
para FCG e 0,46 + 0,01 para FCT (%)), ndo diferindo entre si (p<0,05). O baixo teor lipidico
das amostras esta associado ao fato de boa parte das matérias primas utilizadas terem em sua
composi¢do uma baixa quantidade de lipideos, como por exemplo a 4gua e o aglcar. Segundo
a Tabela Brasileira de Composic¢édo de Alimentos — TACO (2011), a goiaba vermelha apresenta
0,4% de lipideo em sua composicao, ja a acerola contém 0,2 % e o tamarindo 0,5%, logo, essa
pequena quantidade constatada nas formulacGes ja era esperada tendo em vista a matéria-prima
utilizada.

No estudo realizado por Moraes; Bender & Kottwitz (2020) foi constatado valores
semelhantes ao do presente estudo, para o teor lipidico de kombuchas acrescidas de polpas de
frutas (uva, morango e maracuja), variando entre 0,3% a 0,5 %.

Os valores encontrados para atividade antioxidante foram os seguintes: 19,96 + 0,77
para FCA, 1,32 + 0,04 para FCG e 1,08 £ 0,06 (umol TEAC/g) para FCT, sendo constatado
diferenca significativa (p>0,05). Na analise de atividade antioxidante referente aos coprodutos,
0 que obteve maior valor foi o de acerola (44,6 + 0,42), corroborando com isto, a formulagéo
com maior potencial antioxidante também foi a que teve em sua base o coproduto de acerola
(19,96 £ 0,77).

Quando comparado com a atividade antioxidante dos coprodutos de frutas (Acerola
(44,6+0,42), Tamarindo (28,3%0,28) e Goiaba (2,06+0,05) (umol TEAC/qg), é possivel perceber
uma reducdo nos valores, associado a diluicdo para elaboracdo da bebida e a temperatura
aplicada durante o processo de producdo. Além disto, a diferenca significativa entre uma
formulacdo e outra pode estar associada ao fato de ter sido utilizado coprodutos de frutas
diferentes, além das condicdes climaticas e composi¢do do solo de onde as frutas foram colhidas
(CIRIC et al., 2020).

Mizuta et al. (2020) constataram nas kombuchas com cha verde uma atividade
antioxidante de 11.352,83a 11.508,42 (umol TEAC/g), resultados estes inferiores ao
encontrado no presente estudo para a FCA (19,96 + 0,77 umol TEAC/qg).
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Em um estudo realizado por La torre et al. (2021) foi verificado a atividade antioxidante
de kombuchas fermentadas com ché preto, pelo método de ABTS, onde obtiveram valores que
variaram entre 0,4 £ 0,1 até 9,6 + 0,3 (umol TEAC/qg).

Dada et al. 2021 verificaram nas kombuchas fermentadas com ch& verde um valor de
59,70 = 0,81% para a atividade antioxidante, sendo este superior ao encontrado em todas as
formulagdes nesse estudo, este alto valor encontrado pode ser atribuido aos compostos fendlicos
presentes em chas, que geralmente sdo encontrados em maiores teores quando comparados aos
coprodutos de frutas. Porém, destaca-se que a adicdo desses coprodutos de frutas pode ser
benéfica do ponto de vista nutricional, pois em geral, esses possuem um alto teor nutricional
em vitaminas, minerais, lipidios e principalmente em fibras (LIMA et al., 2019).

Almeida et al. (2015) ao analisarem a atividade antioxidante por ABTS do suco de
laranja adicionado de oligossacarideo verificaram uma quantidade de 4,97 uM de Trolox/g. Ja
Machado; Monteiro e Tiecher (2019), ao analisarem as polpas pasteurizadas e ndo pasteurizadas
de Physalis, constataram 0s seguintes valores para atividade antioxidante: 2,44 e 1,98 uM de
Trolox/g, respectivamente. Rufino et al. (2010) processaram o pedinculo do caju para a
obtencdo da polpa e apds analise observaram uma atividade antioxidante de 11,2 pmol de
trolox/g. Carlini e Severo (2018) desenvolveram um suco misto com abacaxi, amora, araca-
vermelho, banana, jabuticaba, morango e sacarose, onde ao avaliar a atividade antioxidante,
verificaram um valor de 8,48 umol de trolox/g.

Os beneficios que os antioxidantes naturais podem trazer para salde estdo associados a
presenca de &cido ascorbico, antocianinas, carotenoides, compostos fendlicos e outros
compostos naturais encontrados em frutas e vegetais (RUFINO et al., 2007; BATISTA et al.
2018; CARVALHO et al. 2020).

Diante disso, é valido ressaltar que os valores verificados nas formulacdes denotam
grande importancia econdmica e nutricional, por se tratar de bebidas que tiveram a aplicacao
de coprodutos de frutas remanescente de um processamento e ainda assim apresentar valores

consideraveis na atividade antioxidante.

5.4 Analises microbioldgicas

Os resultados das analises microbioldgicas estdo expressos na Tabela 6. Os resultados
obtidos indicam que as formulag¢bes desenvolvidas sdo seguras para consumo, do ponto de vista

microbiologico.
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Tabela 6 - Caracteristicas Microbioldgicas das Formulacdes selecionadas.

Caracteristica FCA FCG FCT
Coliformes Totais e <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL
Termotolerantes

Escherichia coli <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL
Mesdfilos Aerdbios <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL <1 UFC/ mL
Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022. Legenda: FCA (Formulacdo com Coproduto de Acerola; FCG

(Formulacdo com Coproduto de Goiaba) e FCT (Formulagdo com Coproduto de Tamarindo.

A contaminagdo por alimentos pode ocorrer em qualquer etapa de producdo desde o
beneficiamento até a distribuicao para o consumo. O consumo de alimentos contaminados pode
causar quadros infecciosos leves ou graves dependendo do tipo de micro-organismo e/ou toxina
presente no alimento (SANTANA,; VIEIRA; PINTO, 2015).

A excelente qualidade microbioldgica das formulac6es pode ser explicada pelo uso de
boas praticas de fabricacdo, além das caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas
associadas ao processo fermentativo, como por exemplo o pH do produto e possivelmente as
altas contagens de bactérias acido-acéticas e leveduras, inibindo assim o crescimento de
microrganismos indesejaveis (DOS SANTOS; BARBOSA,; LACERDA, 2017).

Ayed; Abid & Hamdi, (2017) observaram nas kombuchas desenvolvidas com suco de
uva vermelha uma quantidade de 2,7 UFC/mL para E. coli. J& Da Silva e Paulo, (2021)
verificaram em suas kombuchas uma quantidade de 3,85 UFC/mL, estando ambas seguras para
0 consumo, do ponto de vista microbioldgico.

A instrugdo normativa n® 41, de 17 de setembro de 2019 estabelece que a kombucha
deve atender os padrdes microbiolédgicos estabelecido pela Resolucdo RDC n° 331, de 23 de
dezembro de 2019 onde a presenca de contaminantes microbioldgicos ndo deve ser superior ao
estabelecido pela mesma (BRASIL, 2001; BRASIL, 2019).

A Resolugcdo RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019, determina alguns padrdes
microbiol6gicos para varios grupos de alimentos, onde o mais proximo da kombucha é o grupo
SUCOS E OUTRAS BEBIDAS "in natura" OU RECONSTITUIDAS, na qual microrganismos
do tipo Salmonella/25mL deve estar ausente e Escherichia coli/mL deve conter no maximo 10
UFC/mL. Para os demais micro-organismos analisados, a mesma resolucéo néo define nenhum
padrdo a se seguir, onde a analise desses microrganismos foi realizada com o intuito de fornecer

mais informacgfes sobre a microbiologia das formulacdes. Atualmente ndo existe nenhuma
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resolucdo vigente que determine como devem ser os padrdes microbioldgicos para kombucha
(BRASIL, 2001).

5.5 Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Um dos parametros utilizados para estudos comportamentais em animais adultos é a
andlise da atividade locomotora por exploracdo de um campo aberto (BICHARA et al., 2014;
FERREIRA et al., 2020).

A atividade locomotora é um dos métodos de analise comportamental mais utilizados
atualmente para examinar possiveis efeitos de determinadas drogas sob o sistema nervoso
central do zebrafish (Danio rerio) adulto, sendo possivel detectar se determinada substancia
esta associada a algum comprometimento locomotor (TAYLOR et al., 2017).

As alteracbes no comportamento desses animais iniciam com o aumento ou reducéo da
natacao e sao parametros que indicam o estado geral interno do animal, caracterizando-se pela
tentativa de fuga diante da exposicao ao estresse (LITTLE; FAIRCHILD; DELONAY, 1993;
SANTOS et al., 2016). Nas Figuras 8, 9 e 10 é possivel observar os resultados para o teste de

campo aberto das formulagGes de kombucha obtidas com coprodutos de frutas tropicais.

Figura 8 - Cruzamento de linhas referente a formulagdo FCA, nas concentragdes de 25, 50 e
100%.
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Dados da Pesquisa, 2022. Efeito da Formulacdo FCA (25, 50 e 100%) na atividade locomotora de zebrafish adulto,
analisado individualmente durante 0-5 min por via do teste de campo aberto. Naive - animais néo tratados; v.o. —
administracdo via oral da Kombucha FCA. Veiculo — &gua destilada estéril (20 zpL; v.0.). DZP - administracao
via oral de diazepam (20 zpL; v.0.). Os valores representam a média + desvio padrdo da média para 6
animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey.
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Figura 9 - Cruzamento de linhas referente a formulacdo FCG, nas concentracGes de 25, 50 e
100%.
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Dados da Pesquisa, 2022. Efeito da Formula¢do FCG (25, 50 e 100%) na atividade locomotora de zebrafish adulto,
analisado individualmente durante 0-5 min por via do teste de campo aberto. Naive - animais néo tratados; v.o. —
administracdo via oral da Kombucha FCG. Veiculo — agua destilada estéril (20 zuL; v.0.). DZP - administragao
via oral de diazepam (20 zpL; v.0.). Os valores representam a média + desvio padrdo da média para 6
animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey.

Figura 10 - Cruzamento de linhas referente a formulacdo FCT, nas concentracdes de 25, 50 e
100%.
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Dados da Pesquisa, 2022. Efeito da Formulacdo FCT (25, 50 e 100%) na atividade locomotora de zebrafish adulto,
analisado individualmente durante 0-5 min por via do teste de campo aberto. Naive - animais néo tratados; v.o. —
administracdo via oral da Kombucha FCT. Veiculo — agua destilada estéril (20 zuL; v.0.). DZP - administracdo
via oral de diazepam (20 zpL; v.0.). Os valores representam a média + desvio padrdo da média para 6
animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey.

Como resultado, observou-se que as formulagées FCA, FCG e FCT ocasionaram um
comprometimento motor do zebrafish, onde ocorreu uma redugdo no nimero de cruzamento de
linhas na placa de petri pelos animais, resultado significativamente diferente do grupo naive e
proximo ao do grupo que recebeu diazepam (droga ansiolitica que tem efeito sedativo).

A diminuicéo da atividade locomotora em zebrafish adulto causada pelas formulagdes

testadas, sugere uma possivel acdo sedativa, tais como os provocados pelos benzodiazepinicos
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(drogas ansioliticas), os quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) do zebrafish (D.
rerio) adulto em campo aberto (BENNEH et al., 2017; GUPTA et al., 2014).

Pelo fato da composicéo intestinal do zebrafish (D. rerio) ser semelhante a de humanos,
0 zebrafish tem sido amplamente utilizado como um organismo modelo alternativo para avaliar
a eficicia de probidticos, agregado a isto, alguns estudos vém avaliando o possivel efeito
sedativo ocasionado pelo uso de probi6ticos, o que pode ter ocorrido no presente estudo, visto
que as formulacdes testadas foram provenientes de uma fermentacéo realizada com uma gama
de microrganismaos.

Segundo Fenster et al. (2019), a funcionalidade das cepas probiéticas pode ser
significativamente influenciada quando € fortificada em matrizes alimentares. Atualmente,
tem-se um grande interesse no desenvolvimento de produtos probiéticos desenvolvidos com
combinagbes de fitoquimicos vegetais, de modo a obter beneficios adicionais para a saude
pertencente a cada ingrediente. Os compostos fendlicos, principalmente, de frutas e vegetais
podem ter efeitos aditivos ou sinérgicos com as cepas probioticas. Este raciocinio levou ao
desenvolvimento de muitas bebidas fermentadas a base de frutas, como a do presente estudo
(PEREIRA; RODRIGUES, 2018; XU et al., 2018).

Com base nas evidéncias acumulativas, esta se tornando cada vez mais claro que as
bactérias probidticas podem afetar a funcdo cerebral e salde dos animais hospedeiros através
dos seguintes mecanismos inter-relacionados: (1) efeitos diretos na neurotransmissédo; (2)
absorcdo reduzida de LPS (Lipopolissacarideo) e reducdo da producdo de citocinas
inflamatorias; e (3) regulacdo negativa da reacdo HPA (Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal) a
estressores exdgenos (CRYAN E DINAN, 2012).

Davis et al. (2016) relataram que a cepa L.plantarum atenuou o comportamento
relacionado a ansiedade e protegeu contra a disbiose induzida pelo estresse em zebrafish adulto.
Ja em outro estudo realizado por Valcarce et al. (2020), verificou-se por via da ingestdo
prolongada (4 meses) de Lactobacillus rhamnosus CECT8361 e Bifidobacterium longum
CECT7347, uma alteragdo no padrédo de natagdo em zebrafish. Esta resposta comportamental
primaria esta correlacionada a um menor estado de ansiedade, sugerindo o mesmo que a
ingestdo desta mistura de probidticos pode ser considerada um tratamento benéfico para
episodios de ansiedade.

Agregado a isto, Liu et al. (2020) verificaram por via administracdo de cepas do
probidtico L. rhamnosus, que as mesmas promoveram uma alteracdo no sistema colinérgico,

glutamatérgico e gabaérgico em zebrafish, afetando as concentracfes e 0 metabolismo de varios
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neurotransmissores. Os resultados obtidos pelos mesmos corroboram com o0s resultados
encontrado por Borrelli et al., (2016) e Davis et al., (2016).

Por mais que ja se tenha diversos estudos que avaliaram o possivel efeito sedativo de
diversos probioticos frente ao zebrafish, hd a necessidade de mais estudos que investiguem o
efeito sedativo e as vias de atuacdo da kombucha frente ao zebrafish, sendo esse estudo um dos

pioneiros na area.

5.6 Teste de toxicidade aguda 96h das formulacdes selecionadas

A toxicologia é responsavel pelo estudo da interacdo do organismo vivo quando entra
em contato com as substancias quimicas, podendo ter efeitos toxicos leves ou permanentes. Os
testes de toxicidade sdo de extrema importancia para o registro e a autorizacdo de produtos
quimicos, fito-farmacéuticos, veterinarios e aditivos alimentares (BRAUNBECK et al., 2015).

Nativo do sudoeste da Asia, o0 peixe da espécie D. rerio, conhecido popularmente por
zebrafish, possui alta similaridade fisiologica com o0s seres humanos, apresenta respostas
comportamentais robustas e tem seu genoma inteiramente sequenciado e caracterizado
(CACHAT et al., 2013).

O zebrafish adulto vem sendo empregado como modelo animal complementar ao uso
de roedores em testes genéticos, biologia do desenvolvimento, neurobiolédgicos e toxicoldgicos,
pois apresenta baixo custo, adaptabilidade diversa, ciclo de reproducéo curto, alta fecundidade
e embrides transparentes (BICHARA et al., 2014; RESENDE e SOCCOL, 2015). Seu pequeno
tamanho na fase adulta requer diminui¢do da quantidade das substancias a serem testadas e
dosadas, bem como as quantidades de reagentes e materiais utilizados no tratamento e
manutencdo dos animais (HILL et al., 2005).

Assim, o zebrafish compreende um excelente modelo para a avaliacdo da toxicidade de
compostos e a biosseguranca de possiveis novos produtos farmacéuticos, além de ser menos
dispendioso e pode ser realizado rapidamente em grandes nimeros de compostos em paralelo.
Uma das vantagens do uso deste animal é que os produtos quimicos ou as drogas novas sdo
facilmente apresentados via oral atraves da adi¢do a agua ou no caso do presente estudo, a
propria bebida fermentada administrada em sua totalidade ou diluida, sendo assim necessario
muito pouco composto de teste quando comparado aos estudos de dosagem em mamiferos (LIU
etal., 2013).

Na Tabela 7 é possivel perceber que para todas as amostras do estudo ndo foi registrado

nenhuma mortalidade apos 96h, com valores CLso > 0,25 mg / mL, para todas as amostras
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testadas. Diante disso, as formulagbes mostram-se seguras para 0 consumo humano, ndo

apresentando toxicidade capaz de comprometer a saude humana.

Tabela 7 - Mortalidade por dose analisada para o teste de toxicidade aguda das amostras FCA,
FCG e FCT frente ao zebrafish adulto.

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CN C1 C2 C3 Cls (mg/mL) / 1V
FCA 0 0 0 0 > 0,25
FCG 0 0 0 0 > 0,25
FCT 0 0 0 0 > 0,25

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022. CN: Grupo controle negativo - 4gua destilada estéril; FCA: Formulagdo com
Coproduto de Acerola; FCG: Formulacdo com Coproduto de Goiaba; FCT: Formulagdo com Coproduto de
Tamarindo; C1: concentracdo 1 (100% de kombucha; 20 uL; v.0.); C2: concentracdo 2 (75% de kombucha; 20
pL; v.0.); C3 — concentragéo 3 (25% de kombucha; 20 pL; v.0.); CLse: concentracéo letal para matar 50% dos
Zebrafish adulto; 1V — intervalo de confianca.

Em um estudo realizado por Bantim et al. (2020), foi avaliado a toxicidade do 6leo
essencial de cravo em zebrafish, sendo considerados atdxicos em todas as concentracdes
testadas.

Né&o foi encontrado na literatura nenhum tipo de estudo que utilizou essa metodologia
para avaliar a toxicidade da kombucha ou em bebidas similares, tornando-se pioneiro para este
tipo de bebida.

5.7 Andlise sensorial

Dentre os participantes da analise sensorial, a maioria era do sexo feminino (60%).
Quanto a faixa etaria, 37% tinham de 18 a 25 anos, 32% de 26 a 35, 18% de 36 a 50, 8% tinham
de 51 a 65 anos e apenas 5% tinham menos de 18 anos.

Para identificar se houveram diferencas significativas entre as formulacdes para cada
termo descrito na lista utilizou-se o teste Q de Cochran (Tabela 8). Logo em seguida foi
realizada a comparacao mdaltipla pareada utilizando o procedimento de McNemar (Bonferroni)
entre os mesmos atributos em cada amostra, cujos resultados estdo descritos abaixo na Tabela
9.

Tabela 8 - Teste de Cochran para comparacéo de cada atributo.

Atributos p-valores



Brilhante 0,529

Transltcido (limpido) 0,735
Homogénea 0,607
Sedimentado 0,553
Presenca de bolhas 0,565
Aroma doce 0,012
Aroma citrico 0,807
Aroma &cido 0,558
Aroma de vinagre 0,135
Aroma de fermentado 0,852
Gosto acido 0,039
Gosto doce 0,651
Gosto salgado 0,513
Gosto amargo 0,105
Sabor citrico 0,025
Sabor de vinagre 0,004
Sabor fermentado 0,695
Sensacdo adstringente 0,264
Sensacao picante 0,717
Sensacdo frisante 0,449

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Tabela 9 - Comparagdo multipla entre os resultados do teste CATA para cada
atributo em todas as amostras por meio do procedimento de McNemar
(Bonferroni).

Atributos FCA FCG FCT

Brilhante 0,750 (a) 0,700 (a) 0,717 (a)
Transltcido (limpido) 0,650 (a) 0,617 (a) 0,650 (a)
Homogénea 0,817 (a) 0,800 (a) 0,783 (a)
Sedimentado 0,700 (a) 0,633 (a) 0,700 (a)
Presenca de bolhas 0,833 (a) 0,800 (a) 0,800 (a)
Aroma doce 0,717 (a) 0,883 (a) 0,767 (a)
Aroma citrico 0,850 (a) 0,833 (a) 0,817 (a)
Aroma &cido 0,767 (a) 0,750 (a) 0,800 (a)
Aroma de vinagre 0,683 (a) 0,650 (a) 0,750 (a)
Aroma de fermentado 0,783 (a) 0,750 (a) 0,783 (a)
Gosto acido 0,833 (a) 0,900 (a) 0,883 (a)
Gosto doce 0,767 (a) 0,783 (a) 0,750 (a)
Gosto salgado 0,583 (a) 0,583 (a) 0,617 (a)
Gosto amargo 0,650 (a) 0,600 (a) 0,650 (a)
Sabor citrico 0,933 (a) 0,817 (a) 0,867 (a)
Sabor de vinagre 0,750 (b) 0,600 (a) 0,717 (ab)
Sabor fermentado 0,800 (a) 0,767 (a) 0,767 (a)
Sensacao adstringente 0,583 (a) 0,550 (a) 0,550 (a)
Sensacao picante 0,567 (a) 0,550 (a) 0,567 (a)
Sensacdo frisante 0,717 (a) 0,717 (a) 0,750 (a)

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

ab: Médias com letras iguais, em mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.
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O resultado do teste Q de Cochran (Tabela 9) indicaram os termos mais citados pelos
participantes. Os quatro descritores significativos no nivel de 5% foram: aroma doce, gosto
acido, sabor citrico e sabor de vinagre, a qual foram utilizados para realizacdo do CATA.

A Figura 11 mostra a correlagdo entre as formulages e os atributos sensoriais. Pode-se
verificar que os atributos mais relacionados a formulacdo FCA foram: sabor fermentado, sabor
de vinagre, aroma citrico, gosto salgado e sensa¢do adstringente.

Foi possivel observar por via das Figuras 11 e 12, que as formulagdes FCA, FCG e FCT
possuem caracteristicas diferentes, algo que é esperado por terem sido utilizados coprodutos de
frutas diferentes, além de outros fatores envolvidos na fermentacdo. A FCA esta correlacionada
ao atributo “sabor citrico”; FCT correlaciona-se com “sabor vinagre” e a FCG com “‘sabor
doce”, o gosto acido tem maior proximidade com a FCG, sendo também a que obteve uma
maior proximidade com a avaliacdo global, indicando a sua preferéncia entre as amostras

avaliadas pelos degustadores.

Figura 11 - Andlise dos componentes principais a partir dos dados CATA.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Na Figura 12 é possivel observar a porcentagem de presenca e auséncia dos atributos
que apresentaram significancia no nivel de 5%, onde o gosto acido e sabor citrico foram os
atributos com maior porcentagem de percepcao entre os provadores, obtendo 87%. Logo em
seguida veio o atributo aroma doce com 79% e por Gltimo o sabor de vinagre com 69%.



55

Figura 12 - Histograma com as porcentagens de presenca e auséncia dos atributos que
apresentaram significancia no nivel de 5% no CATA.
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Na Tabela 10 é possivel perceber que apenas os aroma doce, gosto doce e sabor citrico
apresentaram diferenca entre as amostras ao nivel de 5% de significancia no teste RATA.

Ja os termos brilhante, translucido (limpido), homogénea, sedimentado, presenca de
bolhas, aroma citrico, aroma &cido, aroma de vinagre, aroma fermentado, gosto acido, gosto
doce, gosto salgado, gosto amargo, sabor de vinagre, sabor fermentado, sensagédo adstringente,
sensacao picante e sensacao frisante ndo diferiram entre o nimero de citacdes entre as amostras

avaliadas.

Tabela 10 - Média das intensidades dos termos da analise de Rate-All-That-Apply (RATA).

Amostras FCA FCT FCG EE;IO delo)
Brilhante 1917 a 1,733 a 1,933 a 0,686
Translicido (limpido) 1,700 a 1,450 a 1,650 a 0,618
Homogénea 2,333 a 2,167 a 2,417 a 0,641
Sedimentado 1,833 a 2,017 a 1,717 a 0,574
Presenca de bolhas 2,317a 2,217a 2,567 a 0,475
Aroma doce 1,400 b 1,600 b 2,667a  <0,0001
Aroma Citrico 2,683 a 2,267 a 2,133 a 0,101
Aroma &cido 2,233 a 2,267 a 1,750 a 0,136
Aroma de vinagre 1,600 a 1917 a 1,400 a 0,162
Aroma de fermentado 1,983 a 1,967 a 1,617 a 0,28

Gosto 4cido 2,833 a 2,817 a 2,583 a 0,625
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Gosto doce 1,600 b 1,617 b 2,133 a 0,051
Gosto salgado 1,033 a 1,017 a 0,983 a 0,968
Gosto amargo 1,467 a 1,533 a 1,267 a 0,586
Sabor citrico 3,133a  2,583b 2,450 b 0,021
Sabor de Vinagre 1,817 a 1,683 a 1,533 a 0,606
Sabor fermentado 2,183 a 1,900 a 1,833 a 0,409
Sensacdo adstringente 1,567 a 1,450 a 1,367 a 0,777
Sensacdo picante 0,900 a 1,050 a 1,117 a 0,613
Sensacdo frisante 1,683a 1,733a 1,750a 0,964

ab: Médias com letras iguais, em mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

Os resultados para 0s testes de aceitacdo e intengdo de consumo da avaliagéo sensorial,
das formulagdes FCA, FCG e FCT estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Médias para o teste de aceitacdo das formulacdes FCA, FCG e FCT para os
parametros de aparéncia, aroma, sabor, avaliacdo global e intencdo de compra aplicado aos
provadores.

— INTENCAO
APARENCIA AROMA  SABOR A\g?_'b'égfo DE
COMPRA

FCG 73la 721a 6.96 a 6.96 a 3734
FCT 6.01b 5.96 b 6,21 b 6,16 b 3.28 b
FCA 6,78 a 5.56 b 6.01 b 6.05 b 318 b
Pr > F(Modelo) 0,000 <0,0001 0,009 0,012 0,009
Significativo Sim Sim Sim Sim Sim

Fonte: Dados da Pesquisa, 2022.

a.b: Médias com letras iguais, em mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Para a formulacdo FCT, o atributo aparéncia obteve escore correspondente a “gostei
pouco”, com média de 6,01, diferindo significativamente (p < 0,05) das formulagdes FCG e
FCA, que foram avaliadas com médias de 7,31 e 6,78, respectivamente, estando ambas entre
“gostei” e “gostei pouco”.

Quanto ao atributo aroma, foi observado que a amostra FCG diferiu significativamente
(p <0,05) das formulagdes FCT e FCA, e obteve uma média de 7,21, estando entre “gostei” e
“gostei muito”. Ja as formulagdes FCT e FCA, foram avaliadas com médias de 5,96 e 5,56,
respectivamente, entre os termos ‘“ndo gostei, nem desgostei” e “gostei pouco”.

A formulacdo que obteve uma maior média (6,9) quanto ao sabor foi a FCG,
apresentando nota proxima de “gostei”, diferindo-se significativamente (p < 0,05) das
formulacdes FCT e FCA, que obtiveram médias de 6,2 e 6,0, respectivamente, estando ambas

classificadas na zona de “gostei pouco”.
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A amostra que obteve uma melhor avaliacdo global foi a FCG (6,96), estando préxima
da zona de “gostei” e diferindo-se significativamente (p < 0,05) das formula¢des FCT e FCA,
na qual obtiveram médias de 6,2 e 6,0, respectivamente, estando ambas dentro da zona de
“gostel pouco”.

Os degustadores atribuiram a formulacdo FCG uma maior nota para a intencdo de
compra, apresentando média de 3,7, estando proxima a zona de “provavelmente compraria”, na
qual difere significativamente (p< 0,05) das formulagdes FCT e FCA, que obtiveram médias de
3,28 e 3,18, respectivamente, estando ambas classificadas na zona de “talvez comprasse, talvez
nao comprasse”.

Portanto, verifica-se que entre as formulacgdes estudadas a que obteve maior pontuagao
em todos os parametros sensoriais foi a FCG, possivelmente estando associado a preferéncia

dos consumidores pela fruta goiaba.
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6 CONCLUSAO

As formulagdes de bebidas fermentadas a partir de coprodutos de frutas apresentaram
parametros fisico-quimicos satisfatorios, atendendo aos valores determinados pelas legislacdes
vigentes.

Durante a cinética de fermentacgéo foi possivel perceber que a medida que o pH e o teor
de sélidos soluveis diminuiram houve aumento da acidez.

Entre todas as formulacdes, a FCA apresentou o maior potencial antioxidante.

As formulacGes de kombucha apresentaram qualidade microbioldgica satisfatoria.

O teste de atividade locomotora em zebrafish adulto realizado nas formulag¢des sugeriu
uma possivel acdo sedativa, tais como a acdo provocada pelos benzodiazepinicos (drogas
ansioliticas), os quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) do zebrafish (D. rerio)
adulto em campo aberto. O fato é que alguns estudos vém avaliando o possivel efeito sedativo
ocasionado pelo uso de probidticos, o que pode ter ocorrido no presente estudo, visto que as
formulacbes testadas foram provenientes de uma fermentacdo com uma gama de
microrganismos, sugerindo assim o seu possivel efeito probidtico, necessitando, poréem, de mais
estudos na area para comprovar esse possivel efeito. Alem disso, todas as formulacGes
demostraram ser seguras para 0 consumo humano, ndo apresentando toxicidade capaz de
comprometer a salde humana sendo consumidas puras ou diluidas até 25%.

A formulacdo que obteve uma maior aceitagcdo entre os provadores foi a Formulagédo
com Coproduto de Goiaba (FCG), seguida da Formulacdo com Coproduto de Tamarindo (FCT)
e Formulacdo com Coproduto de Acerola (FCA), embora todas as amostras tenham sido
avaliadas dentro da zona de aceitacdo.

Por fim, a importancia desse trabalho se estende aos beneficios associados, como
fornece novas alternativas alimentares com alto teor nutricional, além do aproveitamento

integral dos coprodutos de frutas.
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ANEXO A - FICHA PARA TESTE DE ACEITACAO E CATA

Nome:

Data:

Idade: < 18 anos ( ), 18-25 anos ( ), 26-35 anos ( ), 36-50 anos ( ), 51-65 anos ( ), >65 anos ( ).
Vocé esta recebendo 3 amostras com kombuchas fermentadas com coprodutos de frutas.

Amostra: FCA

Por favor, PROVE a amostra e indique o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA,

SABOR E ACEITACAO GLOBAL, utilizando a escala abaixo:

APARENCIA

SABOR

ACEITACAO GLOBAL

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

Abaixo estéo listados varios termos descritivos para APARENCIA, AROMA E SABOR.
OBSERVE a amostra e marque TODOS os termos que achar que a CARACTERIZAM. e
somente nos termos que foram marcados, indigue 0o GRAU DE INTENSIDADE, variando de
POUQUISSIMO (1) a MUITISSIMO (5).

APARENCIA AROMA SABOR
Cor vermelha Aroma doce Gosto acido
Cor Laranja Aroma citrico Gosto doce
Brilhante Aroma &cido Gosto salgado

Transllcido (Limpido)
Homogénea

Aroma de acerola
Aroma de vinagre

Gosto amargo
Sabor citrico
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Sedimentado
Presenca de bolhas

Aroma de fermentado

Sabor de vinagre
Sabor de acerola
Sabor fermentado
Sensacédo adstrigente
Sensacao picante
Sensacdo frisante

De MANEIRA GERAL, o quanto vocé gostou ou desgostou dessa amostra?

Gostei muitissimo ( )
Gostei muito ()
Gostei ()

Gostei pouco ()

Nem gostei/Nem desgostei ( )

Desgostei pouco ( )
Desgostei ( )

Desgostei muito ( )
Desgostei muitissimo ( )

Se vocé encontrasse essa bebida no mercado, qual seria sua intencdo de compra?

Certamente compraria ( )

Provavelmente compraria ( )

Talvez comprasse/Talvez ndo comprasse ( )

Provavelmente ndo compraria ( )
Certamente ndo compraria ( )

Amostra: FCT

Por favor, PROVE a amostra e indique o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA,

SABOR E ACEITACAO GLOBAL, utilizando a escala abaixo:

APARENCIA

SABOR

ACEITACAO GLOBAL

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco




() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

73

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

Abaixo estéo listados varios termos descritivos para APARENCIA, AROMA E SABOR.
OBSERVE a amostra e marque TODOS os termos que achar que a CARACTERIZAM. E
somente nos termos que foram marcados, indique 0 GRAU DE INTENSIDADE, variando de
POUQUISSIMO (1) a MUITISSIMO (5).

APARENCIA AROMA SABOR
Cor Amarronzada Aroma doce Gosto &cido
Cor Ambar Aroma citrico Gosto doce
Brilhante Aroma 4cido Gosto salgado
Transllcido (Limpido) Aroma de tamarindo Gosto amargo
Homogénea Aroma de vinagre Sabor citrico

Sedimentado
Presenca de bolhas

Aroma de fermentado

Sabor de vinagre
Sabor de tamarindo
Sabor fermentado
Sensacdo adstrigente
Sensacao picante
Sensacdo frisante

De MANEIRA GERAL, o quanto vocé gostou ou desgostou dessa amostra?

Gostei muitissimo ()
Gostei muito ( )
Gostei ()

Gostei pouco ()

Nem gostei/Nem desgostei ( )

Desgostei pouco ()
Desgostei ( )
Desgostei muito ( )

Desgostei muitissimo ()

Se vocé encontrasse essa bebida no mercado, qual seria sua intengdo de compra?

Certamente compraria ( )
Provavelmente compraria ( )

Talvez comprasse/Talvez ndo comprasse ()

Provavelmente ndo compraria ( )
Certamente ndo compraria ( )
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Amostra: FCG

Por favor, PROVE a amostra e indique o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA,

SABOR E ACEITAC;AO GLOBAL, utilizando a escala abaixo:

APARENCIA

SABOR

ACEITACAO GLOBAL

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() néo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei

() gostei pouco

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei pouco

() desgostei

() desgostei muito

() desgostei muitissimo

Comentario:

Abaixo estdo listados varios termos descritivos para APARENCIA, AROMA E SABOR.
OBSERVE a amostra e marque TODOS os termos que achar que a CARACTERIZAM. E
somente nos termos que foram marcados, indique 0 GRAU DE INTENSIDADE, variando de
POUQUISSIMO (1) a MUITISSIMO (5).

APARENCIA AROMA SABOR
Cor vermelha Aroma doce Gosto 4cido
Cor rosa Aroma citrico Gosto doce
Brilhante Aroma acido Gosto salgado
Translucido (Limpido) Aroma de goiaba Gosto amargo
Homogénea Aroma de vinagre Sabor citrico

Sedimentado
Presenca de bolhas

Aroma de fermentado

Sabor de vinagre
Sabor de goiaba
Sabor fermentado
Sensacdo adstrigente
Sensacéo picante
Sensacao frisante
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De MANEIRA GERAL, o quanto vocé gostou ou desgostou dessa amostra?

Gostei muitissimo ( )

Gostei muito ()

Gostei ( )

Gostei pouco ()

Nem gostei/Nem desgostei ( )
Desgostei pouco ( )
Desgostei ( )

Desgostei muito ( )
Desgostei muitissimo ( )

Se vocé encontrasse essa bebida no mercado, qual seria sua intengdo de compra?

Certamente compraria ( )

Provavelmente compraria ( )

Talvez comprasse/Talvez ndo comprasse ( )
Provavelmente ndo compraria ( )
Certamente ndo compraria ( )




