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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver pds de celulose bacteriana (SCOBY) a partir da
fermentagdo do kombuchd com subprodutos de frutas tropicais, como acerola e maracuja,
selecionando os de melhor rendimento. Esses pds foram liofilizados e caracterizados quanto a
parametros fisico-quimicos e composi¢do centesimal, FTIR, TGA e Toxicidade. Em seguida,
foram utilizados na elaboragdo de smoothies, que foram avaliados e caracterizados também.
Os resultados iniciais foram obtidos durante a fermentacao de sete dias, com valores de pH
variando de 4,5 a 2,49. Os p6 de SCOBY de acerola apresentou melhor rendimento (6,25%) e
maior teor de cinzas (2,58%) quando comparado aos demais. Em relagdo a acidez, o p6 de
SCOBY de acerola apresentou menor acidez (3,19 meq.L™!), seguido do p6 de maracuja (3,77
meq.L ") e o de cha verde (4,15 meq.L"). Para o teor de vitamina C o p6 de SCOBY de
acerola apresentou destaque na composi¢do dessa susbtancia (1998,04 + 50,75 mg/100 g). O
teor de solidos soluveis foi semelhante para os pdés de SCOBY de acerola (6,67 + 0,32 °Brix)
e p6 de SCOBY de maracuja (6,13 + 0,06), sendo inferiores ao p6 de SCOBY controle (8,13
+ 0,06 °Brix). O teor de proteinas foi inferior a 2% e a atividade de agua foi inferior a 0,3 para
todos os pos de SCOBY avaliados. No que diz respeito as contagens microbianas, foram
constatadas contagens de bactérias acido lacticas de 2log e mesofilos de 3log. Nao foram
detectadas colonias para as andlises de bactérias acéticas e leveduras totais. Os pds de
SCOBY de acerola, maracujad e cha verde mostraram-se promissores, com caracteristicas
fisico-quimicas adequadas, teores significativos de vitamina C e seguranga microbioldgica.
Na aplicacdo dos pds em smoothie, para a analise reoldgica dos smoothies, observou-se um
comportamento pseudoplastico, com maior viscosidade para o smoothie adicionado de po de
maracuja. Ao serem adicionados aos smoothies, esses pOs enriqueceram significativamente o
valor nutricional dos produtos. Além disso, as andlises de FTIR e TG proporcionaram insights
valiosos sobre as mudancas quimicas nos smoothies devido a adicdo de SCOBY, aprimorando
nossa compreensao sobre sua composi¢ao e qualidade. Os testes em zebrafish nao indicaram
efeitos negativos nas formulagdes, enquanto os testes de toxicidade confirmaram a seguranca
dos smoothies para o consumo humano, tanto puros quanto diluidos. Esses resultados abrem
oportunidades empolgantes na indistria de alimentos, oferecendo opg¢des nutricionais e

sustentaveis aos consumidores.

Palavras-chave: Kombucha; suproduto; aproveitamento.



ABSTRACT

The purpose of this research was to develop bacterial cellulose powders (SCOBY) from the
fermentation of kombucha with by-products of tropical fruits, such as acerola and passion
fruit, selecting those with the best yield. These powders were freeze-dried and characterized
in terms of physical-chemical parameters and proximate composition, FTIR, TGA and
Toxicity. They were then used in the preparation of smoothies, which were also evaluated and
characterized. Initial results were obtained during seven-day fermentation, with pH values

ranging from 4.5 to 2.49. Acerola SCOBY powder showed better yield (6.25%) and higher
ash content (2.58%) when compared to the others. Regarding acidity, acerola SCOBY powder
had the lowest acidity (3.19 meq.L™"), followed by passion fruit powder (3.77 meq.L™'") and
green tea powder (4.15 meq.L!). For vitamin C content, acerola SCOBY powder presented
higher level this compound (1998.04 £ 50.75 mg/100 g). The soluble solids content was
similar for acerola SCOBY powder (6.67 + 0.32 °Brix) and passion fruit SCOBY powder
(6.13 £ 0.06), being lower than the control SCOBY powder (8. 13 £ 0.06 °Brix). The protein
content was less than 2% and the water activity was less than 0.3 for all SCOBY powders
evaluated. Regarding microbial counts, lactic acid bacteria counts of 2log and mesophiles of
3log were found. No colonies were detected for the analyzes of acetic bacteria and total
yeasts. Acerola, passion fruit and green tea SCOBY powders showed promise, with adequate
physicochemical characteristics, significant vitamin C content and microbiological safety.
When applying the powders in smoothies, for the rheological analysis of the smoothies, a
pseudoplastic behavior was observed, with greater viscosity for the smoothie added with
passion fruit powder. When added to smoothies, these powders significantly enriched the
nutritional value of the products. Furthermore, FTIR and TG analyzes provided valuable
insights into the chemical changes in smoothies due to the addition of SCOBY, enhancing our
understanding of their composition and quality. Tests on zebrafish indicated no negative
effects on the formulations, while toxicity tests confirmed the safety of the smoothies for
human consumption, both pure and diluted. These results open up exciting opportunities in

the food industry, offering nutritional and sustainable options to consumers.

Keywords: Kombucha; by-product; utilization.
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1INTRODUCAO

O kombucha ¢ uma bebida gaseificada e refrescante, levemente adocicada e acida, que
¢ obtida por meio da fermentagdo da infusdo das folhas de cha verde ou cha preto adogado com
acucar. A origem do nome kombucha ¢ asiatica, com relatos na China por volta de 2000 anos
atras, e hoje encontra-se difundido pelo Oriente e Ocidente devido a popularidade de seus
beneficios terapéuticos, como antimicrobiano, antioxidante, anticancerigeno, antidiabético,
combate a ulceras e colesterol (DAN, 2018). As caracteristicas do kombucha sdo dependentes
de diversos fatores, tais como: o tipo de cha utilizado; os microrganismos formadores da
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts (SCOBY) o tempo e a temperatura de fermentacdo,
que dura em média de 7 a 10 dias (LEAL et al., 2018).

A apreciagdo do kombuchd expandiu-se, principalmente, devido aos seus beneficios
para a saude humana e sua facilidade de preparo artesanal, jdque a bebida é composta apenas
por acucar, chd e SCOBY. A exata composicdo microbiana do kombuchd ndo pode ser
especificadapor conta da variagdo de sua composicao, o que a difere entre os lugares de onde
foi formada, dependendo assim da fonte do indculo para que o chd seja fermentado
(WATAWANA et al., 2015).

A formacdo do SCOBY decorre em condi¢des regulares de temperatura e pH, em que
as bactérias utilizam o oxigénio presente no meio, estimulando a multiplicagdo e favorecendo
a sintese da celulose bacteriana, que se sobrepdem a superficie do liquido durante a
fermentagdo (SCHROEDER, 2019; WATAWANA et al., 2015).

O SCOBY ¢ constituido por uma gama de microrganismos que pertencem a diferentes
géneros, como Gluconobacter, Acetobacter, Zygosaccharomyces, Saccharomyces e
Schizosaccharomyces (JAYABALAN et al., 2014). Durante a fermentacdo, as leveduras
consomem a sacarose, hidrolisando-a em glicose e frutose, que sdo convertidos em etanol e gas
carbonico, enquanto as bactérias estdo associadas com a producao de acido gluconico e acido
acético. Encontra-se presente nessa bebida uma variedade de compostos como vitaminas
hidrossoliiveis, aminoacidos, pigmentos, lipidios, proteinas, enzimas hidroliticas, etanol,
polifendis, minerais, produtos metabolicos de leveduras e bactérias (LEAL et al., 2018;
MIRANDA et al., 2022), que podem permanecer agregados na celulose bacteriana.

Pelo fato de a fermentagdo estar baseada no consumo do agucar pela associagdo de
bactérias e leveduras, ¢ possivel imaginar que o preparo do kombuchd pode acontecer em
diferentes meios além do chd, como relatam Jayabalan et al. (2014), fazendo referéncias a

estudos anteriores sobre tentativas de aplicacdo de substratos diferentes do tradicional para a
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primeira fermentacdo do kombuch4, até mesmo a aplicagao de residuos de frutas tropicais.

A elaboracao de novos produtos a base do SCOBY, produzido com residuos de frutas
tropicais (polpas e cascas) que compreendem os coprodutos, ¢ uma alternativa tecnologica que
traz beneficios ambientais que esta ao alcance de todos, podendo ser aplicada tanto no ambiente
industrial como residencial. Pensando nisso, a selecdo dos coprodutos sera feita de acordo com
as frutas mais comercializadas, nas quais geram um maior volume de residuos. Além disso, a
utilizacao do alimento, de forma sustentavel, reduz a producao de lixo organico e pode estar
associada a geracdo de novos alimentos, apresentando-se como uma promissora alternativa para
diferentes areas da industria alimenticia.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de p6 obtido apartir
da liofilizagdo dos SCOBYs de kombuché elaborado com coprodutos de frutas tropicais
(acerola, caju, goiaba e maracuja) selecionando dois deles a partir dos melhores rendimentos, e
empregado em um smoothie, a fim de potencializar os constituintes nutricionais e funcionais da
bebida, tornando-o um alimento atrativo para consumidores que buscam uma alimentagdo mais
saudavel em suas dietas, constituindo, assim, uma op¢ao de novo alimento para as industrias de

alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver pos de celulose bacteriana (SCOOBY) a
partir da fermentacdo do kombuchd com subprodutos de frutas tropicais selecionando os de

melhor rendimento para posterior aplicacdo na elaboragdo de shake tipo smoothie.

2.2 Objetivo Especificos

Elaborar kombuchés, fermentadas a partir de subprodutos de frutas tropicais (acerola, e
maracujd), para obtencdo de SCOBY's visando seleciond-los baseado em seus rendimentos;
Liofilizar os SCOBY's selecionados;

Caracterizar os pos por meio dos pardmetros fisico-quimicos, composi¢do centesimal e
vitamina C dos smoothies elaborados;

Avaliar microbiologicamente os smoothies obtidos

Avaliar as propriedades do material em p6 através de analises de Espectroscopia de Absor¢ao
na regido do Infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica (TGA), Umidade e Atividade
de dgua (aw);

Avaliar a atividade locomotora dos pos obtidos;

Desenvolver smoothie utilizando o pé6 do SCOBY na suaformulagdo visando agregar valor
nutricional;

Avaliar a reologia de todos os Smoothie;

Avaliar a toxicidade in vivo dos Smoothies obtidos;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Surgimento e caracteriza¢do do kombucha

O kombucha tem origem asiatica, com relatos na China por volta de 2000 anos atras, e
hoje encontra-se difundido pelo Oriente e Ocidente (BATISTA, 2019; SREERAMULU; ZHU;
KNOL, 2000; MARSH et al., 2014). O kombucha se tornou bastante apreciado por ser uma
bebida doce fermentada a base de ché verde ou preto. De acordo com Santos (2016), era
conhecido como “o cha da imortalidade”, no Nordeste da China.

Por volta de 414 d. C., um médico de nome Kombu, teria levado a bebida, considerada
0 “cha da imortalidade, da Cor¢ia até o Japao para curar os problemas digestivos do Imperador
Inkyo (JAYABALAN, 2014), e surgiu entdo a nova classifica¢do, que ficou conhecida como
“Kombu chd” ou “ché do kombu” (KAUNFMANN, 2013).

Segundo Batista (2019) e Marsh et al. (2014), o kombucha tornou-se conhecido
popularmente devido aos relatos e indicios dos seus beneficios ocasionados a saude da
populacdo com propriedades antimicrobiana, desintoxicacdo do figado, hipercolesterolemia,
antioxidante, anticancerigena e hipoglicémica, segundo estudos feitos com ratos e em
individuos com diabetes induzido por aloxana (SANTOS, 2016). De acordo coma Instru¢ao
Normativa de n° 41 de 17 de setembro de 2019 (BRASIL, 2019), que regulamenta o kombucha
comouma bebida fermentada obtida pela respiracdo aerdbia e anaerdbia dos microrganismos
presentes no cha, obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis (cha verde ou cha preto)
com adicdo de aclcares para a cultura simbidtica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas com tempo de fermentagdo recomendado entre 1 a 2 semanas.

Ao retirar a pelicula celuldsica (SCOBY), apds o periodo indicado, obtém-se uma
bebida fermentada com sabor levemente acido, que pode ser consumida dessa forma ou passar
por uma segunda fermentagdo visando carbonatar e saborizar, para tal, transfere-se a bebida
para uma garrafa de plastico vazia com tampa, adiciona-se aglicar ou frutas e aguarda-se de 1 a
3dias até a garrafa ficar firme devido a producao de gas (SANTOS, 2016).

Muitas vezes, a produ¢do do Kombuch4 realiza-se em ambiente nao fabril (caseiro) com
isso o risco de contaminagdo aumenta. Porém, os microrganismos presentes no chd podem
influenciar no crescimento de microrganismos contaminantes, tendo em vista a alta carga
microbiana e a competi¢cdo por nutrientes do meio, além disso, os compostos formados, como
acido acético e etanol, podem apresentar acdo antimicrobiana capaz de impedir o crescimento

de contaminantes do cha (MARSH et al., 2014).
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No Brasil, a producao da bebida cresceu no ultimo ano, com o surgimento de diversas
marcas, conforme a revista Casa Vogue (2018). No Parana, uma das fabricas onde a bebida ¢
produzida ¢ a Campo Largo, além da Biozen e de outras fabricantes artesanais. Como ja existe
em outros lugares do mundo, foi inaugurado em janeiro de 2017 o primeiro bar especializado
em Kombucha do Brasil, localizado em Sao Paulo, onde o cliente pode consumir a bebida na

loja, direto de barris de chope ou adquirir as garrafinhas.

3.2 Propriedades bioldgicas do kombucha

O kombucha se destaca por ser uma bebida refrescante e com a combinagao da riqueza
de nutrientes e a diversidade de microrganismos, que auxiliam no controle e equilibrio da
microbiota intestinal, despertando assim o interesse da populacdo que almeja uma melhoria na
qualidade de vida (MAIA et al., 2020).

O equilibrio da microbiota torna-se uma protecao contra invasores, na medida em que
fortalece o nosso sistema imunologico. Isso se deve aos beneficios associados ao consumo do
chd fermentado, por apresentar em sua composi¢do uma carga de bactérias e leveduras
responsaveis por essa regulacdo. Além deste controle, 0os microrganismos presentes em sua
composicdo, também agem na prevengdo da intolerancia a lactose, sindrome do intestino
irritado, sindrome de Crohn e atuam também no controle glicémico. Por isso, o grande atributo
a nivel biologico do kombucha ¢ promover o bem estar, através de seus principios ativos
(BRUSCHI; SOUSA; MODESTO, 2018).

A justificativa sobre a atividade antimicrobiana e antifingica associada ao consumo de
kombucha se da de acordo com a formagdo de 4cidos organicos e catequinas durante a
fermentagdo que atuam na inibi¢do do crescimento dos agentes patogénicos como Helicobacter
pylori, Leuconostoc monocytogenes, Yersinia entero colitica, Campylobacter jejuni,
Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis
(WATAWANAet al., 2015).

De acordo com Medeiros e Cechinel-Zanchett (2019), o consumo do kombucha
também estd associado a prevencao de cancer, devido a presenca de compostos quimicos
como: acido acético, gliconicoe glicurdnico, além dos polifenois que sdo formados durante o
processo fermentativo. Tais compostos estimulam a capacidade da programacdo da morte de
células cancerigenas, sendo essa, evidenciada em testes in vivo, sendo demostrada a
diminui¢do da replicacdo das células carcinogénicas. Os compostosbioativos presentes na

bebida, aparentemente, auxiliam nos tratamentos utilizados nessa enfermidade, como
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quimioterapia e radioterapia (MEDEIROS; CECHINEL- ZANCHETT, 2019).

Para pessoas portadoras de diabetes tipo mellitus (que ao longo prazo acarreta em
diversos problemas como: nefropatia, glaucoma e neuropatia), o consumo dokombucha torna-
se interessante pelo seu efeito hipoglicémico. Essas complicagdes podem ser evitadas fazendo-
se o controle da glicemia. Durante pesquisas feitas em animais, observou-se um controle nos
niveis de glicose circulante no organismo, visto que ocorreu uma redu¢do do nivel glicémico,
como também ocorreu a reducao da lentificacao do esvaziamento gastrico, tornando-se possivel
também a observagao da regeneracao das células B-pancredticas e inibigdo da enzima a-amilase,
auxiliando na melhoria da distribui¢ao da glicose ¢ aumentando o estimulo da secre¢dao de
insulina, acdo efetiva associada aos compostos fendlicos e acidos organicos presentes
(ALOULOU; HAMDEN; ELLOUM, 2012).

Outro beneficio que estd associado a agdo bioldgica decorrente do consumo do
kombucha ¢ a reducdo do colesterol, processo ocasionado pela agcdo dos polifendis, nos quais
atuam na inibicdo da acdo das lipases pancreaticas, diminuindo a concentracdo dos acidos
graxos livres, LDL-c, triglicerideos totais (devido a a¢do antioxidante, a suaagdo influéncia a
reducdo da atividade aterogénica) e atuam no aumento do HDL-c. Devido a redug¢do do LDL-
¢, a acdo antioxidante atua também na reducdo de atividade aterogénica (MEDEIROS;
CECHINEL-ZANCHETT, 2019).

Outra potencialidade do kombucha esta na redugdo do estresse oxidativo,colaborando
com a melhoria da satde fisica e mental da populacdo consumidora dessa bebida, diminuindo
as incidéncias de doengas autoimunes inflamatorias, prevenindo doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT), problemas cardiovasculares, melhorando a digestdo e aumentando a
funcdo hepatoprotetora, onde esses beneficios se associam a presenca dos flavonoides
presentes na bebida (BHATTACHARYA; GACHHUI; SIL, 2011; WANG et al.,2014)

Por meio de informagdes disponibilizadas ao longo dos anos, o consumo do kombucha
se intensificou devido as suas propriedades profilaticas e terapéuticas, de modo que, as agdes
de suas propriedades estdo baseadas em observagdes, depoimentos e resultados demonstrados
cientificamente (ALOULOU; HAMDEN; ELLOUM, 2012).

Jayabalan et al. (2008) demonstraram a a¢do do potencial de eliminag¢do dos radicais
livres in vivo devido ao consumo de kombucha, como também os beneficios da sua atividade
antioxidante que esta correlacionada com o aumento da imunidade, o alivio de inflamacdes e
artrites. Ainda fazendo referéncia a pesquisa dos autores, eles avaliaram os compostos fendlicos
presentes na bebida e observaram um aumento da atividade de reagdo com o radical DPPH e o

radical superdxido durante o periodo fermentativo, enquanto a acao de redugdo, capacidade
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eliminatdria de radicais hidroxilicos e a capacidade de peroxidagdo que obtiveram redugdes
(DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

A capacidade energizante também ¢ uma das propriedades promovidas pelo consumo
do fermentado, essa habilidade ¢ explicada pela formagdo de complexo quelante e ferro, que
sdo sintetizados com &cido gluconico, aumentando assim os niveis de hemoglobina no
sangue, fornecendo com maior rapidez o oxigénio para os tecidos, estimulando assim, a sintese
de ATP. O aumento da absor¢do do ferro derivadodas plantas, estd associado a presenga dos
acidos organicos e demais produtos formados que interagem com compostos do ché e formam

uma diversidade de compostos ativos e vitaminas (ADRIANI et al., 2011).

3.3 Variaveis que influenciam o processo de produ¢dao do kombucha

3.3.1 Cha

A base de cultivo do kombucha ¢ feita a partir do cha produzido utilizando folhas de
Camellia sinenses, diferenciando seus beneficios de acordo com as propriedades de suas folhas,
que tanto pode ser para cha verde ou preto. O ché verde atua na redugdo de incidéncias de
doengas cronicas, apresentando capacidade antioxidante e atuando como antialérgico e
antibacteriano. O ché preto, além de atuar na reducdo de doencas cronicas, também tem
funcdes como anticarcinogénico, antimutagénico, na melhoria na funcdo vasomotora e
auxiliando na redugdo de peso.

O ché teve origem na China, ha 5000 anos atras, sendo considerado pelos orientais
como uma bebida saudavel devido aos efeitos associados a satide, com producdo inicial no
Sudeste asiatico, China, India, Japao, Tailandia, Sri Lanka e Indonésia (PALUDO, 2017;
RIETVELD; WISEMAN, 2003; TANAKA; KOUNO, 2003). Sendo que, no Ocidente o
consumo de chéd preto ¢ maior, enquanto no Oriente ¢ o chd verde que ganha destaque
(PALUDO, 2017).

A produgdo do ché verde se da pela colheita de suas folhas ainda frescas, passando por
um processo de aquecimento em agua fervida para inativacao de enzimas responsaveis pela sua
oxidacdo (polifenol oxidase), promovendo uma dura¢do maior e mantendo sua concentragao de
polifendis, tornando-a rica em catequinas € compostos com agdes funcionais, ja o cha preto ¢
proveniente de folhas envelhecidas pela oxidagdo das catequinas (CABRERA; ARTACHO;
GIMENEZ, 2006; CHENG, 2006; TANAKA; KOUNO, 2003).

De acordo com Yanagimoto et al. (2003), na composicao quimica dos chas estdo

presentes os compostos fendlicos ou flavonoides, flavonodis, mondmeros de catequinas, acidos
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fenolicos, cafeina, pigmentos, carboidratos, aminoacidos, vitaminas B, E e C, minerais como o
calcio, magnésio, zinco, potassio e ferro.

Diante de suas propriedades, a atividade antioxidante ¢ a mais conhecida presente no
cha verde e esta relacionada como um fator primordial na preservacao dos riscos a diversas
doengas, incluindo o cancer, doencas cardiovasculares e a diabetes mellitus. O cha preto
apresenta propriedades antioxidantes, como também apresenta melhoria da fungao vasomotora,
reducdo de peso, diminui¢do do colesterol, reduz a incidéncia de doencgas cronicas e ¢ também
um anticarcinogénico. Em alguns estudos sdo relatados a preferéncia do cha verde na
elaboracdo do kombucha devido ao sabor menos intenso ¢ seu menor teor de inativacao de

enzimas (BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997; RIETVELD; WISEMAN, 2003).

3.3.2 Microrganismos

Os microrganismos do kombuchad estdo presentes no (SCOBY) em associacio
simbidtica de leveduras e bactérias, formando assim uma coldnia em formato que varia de
acordo com o recipiente na qual esta inserida para fermentagdo (JARRELL; CAL; BENNETT,
2000).

As leveduras que compdem essa colonia sdo as Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomycodes  ludwigii, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora  guilliermondii,
Saccharomyces  cerevisiae,  Zygosaccharomyces  bailii,  Torulaspora  delbrueckii,
Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii e Candida
stellate (BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR, 2012; MAYSER et al., 1995) as quais conferemo aroma
da bebida e o aumento da acidez conforme vdo fermentandoo agucar (DUFRESNE; FARNWORTH,
2000).

As bactérias encontradas com predominancia na colonia sdo dos géneros Acetobacter
xylinum, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Gluconobacter oxydans, Acetobacter
aceti e Acetobacter pasteurianus, sendo considerada como uma das mais importantes a
Xylinus/Komagataeibacter xylinus, por ser responsavel pela producao da celulose (SANTOS,
2016; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). Porém, sua produc¢dao requer boas praticas de
manipulacdo para evitar contaminagdes de microrganismos formadores de esporos, bem como

matéria prima de qualidade.

3.3.3pH

Durante a fermentacao, o pH ¢ fundamental para o controle do produto, tendo seu valor
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decrescente ao longo da produgdo do kombuch4, tal decréscimo se da pela presenca de acidos
organicos produzidos na etapa fermentativa.

O pH do kombucha esta associado entre 2,5 e 4,2, conforme a Instru¢do Normativa n°
41/2019, o que confere a bebida uma capacidade inibitoria do crescimento de bactérias

contaminantes (CHAWLA et al., 2009; BRASIL, 2019).

3.3.4 Substrato

O principal substrato que vem sendo empregado para o desenvolvimento dos
microrganismos ¢ a sacarose, onde a mesma passa por uma hidrolise e ¢ convertida em

glicosee frutose, mediante a¢do das leveduras. A glicose ¢ a frutose sdo convertidas emetanol

e CO2, enquanto as bactérias convertem glicose em 4acido glucénico e a frutose em éacido
acético (REISS, 1994).

Em estudo realizado por Batista (2019), utilizando o melago de beterraba e a sacarose
como substrato para producdo do kombuchd, o autor observou uma variagdo da biomassa
microbiana nove vezes maior que o substrato tradicional (chd), com preservagao das
caracteristicas organolépticas (MALBASA; LONCAR; DJURIC, 2008).

Os substratos empregados, diferenciam-se com relacdo ao grau de oxidacdo na sua
producdao devido as diferengas de compostos presentes na sua composicao quimica
(BRAIBANTE et al., 2014).

De acordo com estudos relatados por Jayabalan et al. (2014), empregando meios
alternativos de substratos, ¢ possivel obter uma fermentacao de qualidade utilizando meios de
cultivo que contenham agucares, e para isso os autores aplicaram como substratos o refrigerante
Coca-Cola, vinho tinto, vinho branco, vinagre, extrato dealcachofra de Jerusalém, leite, soro
doce fresco, soro doce reconstituido, soro 4cido, equinacea, menta, e entre outros na obtencao
do produto. Isso leva uma variagdo na composi¢do do SCOBY, tornando de dificil
conhecimento a sua composi¢ao exata.

Azevedo (2020), utilizando residuos de frutos como substrato, mostrou interesse em se
aplicar meios alternativos de cultivo, pois a utilizagdo de substratos diferentes potencializa a
bebida e criam uma gama de diversificagdo para a producao do kombuchd, tendoem vista a
agregacdo e preservacdo de uma maior concentracdo de compostos benéficos a saude,
auxiliando também na diversificacdo de acordo com sua origem, substratos e condi¢des de

producao.
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3.3.5 SCOBY

O SCOBY, Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts, é conhecido cientificamente como
um biofilme de caracteristica celuldsica obtido pela acao da Acetobacter xylinum.Seu
crescimentoesta associado aos niveis de temperatura, pH, nutrientes, tempo de fermentagao,
tipo de cha utilizado que sdo parametros cruciais que interferem no seu crescimento, onde a
falta de controle desses pardmetros pode inibir a elaboracdo de uma nova camada, formada a
cada fermentacao (SCHROEDER, 2019; CHAWLA et al., 2009).

A nova pelicula formada se dispoe na superficie do liquido, constituida por celulose,
leveduras e bactérias. O desconhecimento da sua composi¢ao exata, apresentando variagdes na
microbiota, estd relacionado ao local de origem, tipo de indculo que estd sendo empregado,
assim como, ao substrato fornecido para o cultivo (PALUDO, 2017; VILLARREAL-SOTO et
al., 2018). Os microrganismos fazem o processo de sintese da celulose, a medida em que a

bebida ¢ fermentada e a membrana vai ganhando espessura no meio de cultura.

3.4 Aproveitamento dos coprodutos de frutas tropicais como substrato na formagao do SCOBY

Segundo os dados da EMBRAPA (2020), as fruticulturas apresentam forte
importancia no desenvolvimento econdmico para diversas regides do Brasil, vindo a ocupar a
terceira posi¢cdo como maior produtor de frutas do mundo em 2019, ficando atrés para China e
india, entre os 10 maiores exportadores com valores elevados de US$ 1 bilhdo em 2018, dados
esses que ndo podem ser medidos apenas em estatisticas, mas também na relevancia por
seremgeradores de renda, de empregos e de desenvolvimento rural.

A utilizacdo dos subprodutos de frutas (residuos provenientes do processamento,mas
compotencial de aproveitamento) torna-se uma contribuicao para utilizacdo deste subproduto
por meio da transformagdao em pds alimenticios ou farinhas, que além de possuirem diversos
componentes funcionais, tais como: fibra, vitaminas, minerais, substancias fendlicas e
flavonoides, também apresentam efeitos benéficos a saude, podendo assim serem empregados
como ingrediente na produg¢do de produtos como bebidas, sobremesas, derivados do leite,
biscoitos, massas ¢ paes (CAVALCANTI et al.,2010). Possibilita 0 aumento da economia e
daviabilidade de suas aplicagdes em estudos com a finalidade de se obter extratos de residuos
de frutas tropicais desidratados (SANCHO et al, 2015). Além de conferir maior valor
agregado ao produto final, colabora para o aproveitamento dos coprodutos, diminuindo assim,
o seu desperdicio (MENESES ef al., 2018) e possibilitando a sua aplicabilidade na

elaboracaodo kombucha.
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Os coprodutos de frutas tropicais apresentam valores nutricionais, conteudo de
compostos bioativos, compostos antioxidantes e teores consideraveis de agucares, tornando-se
um substrato alternativo no processo de obtengdo da bebida fermentada. Por se basear no
consumo de acgucar, a producao do kombuché esta relacionada com o consorcio de bactérias e
leveduras que se alimentam de sacarose, que ¢ a fonte de carbono mais empregada nesse
processo, promovendo o crescimento desses microrganismos em diferentes meios de cultivos,
além do cha (SCHROEDER, 2019).

Em estudos relatados por Ayed, Abid e Hamdi (2017), utilizando outros meios de
cultivos, como substrato alternativo para o kombucha, mostraram um crescente interesse na
produgdo de kombucha em diferentes meios, de maneira a potencializar e criar bebidas
alternativas explorando o potencial do extrato dos coprodutos/residuos defrutas tropicais para a

fermentagcaodo kombucha.

3.5 Cultivo e formagao de SCOBYs

O SCOBY, Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts, ¢ um biofilme de caracteristica
celuldsica obtido pela agdo da Acetobacter xylinum, onde os microrganismos se alimentam do
acucar que ¢ inserido no preparo do meio de cultivo. O substrato mais empregado nessa
associagdo ¢ o cha, podendo ocorrer meios alternativos utilizando residuos de frutas tropicais
para os mesmos fins (SCHROEDER, 2019). Preferindo a glicose a frutose, o resultado de seu
metabolismo é a producdo de éalcool, dcidos em diversas quantidades, liberagao de CO2 que
dependem do periodo fermentativo, ocorrendo uma alteragdo em seu pH de 5 para 2,5,
aproximadamente, o que colabora para a inibi¢do do crescimento de contaminantes, conferindo
a presenca apenas das bactérias e leveduras do seu consércio (MAIA et al, 2020;
VILLARREAL- SOTO et al., 2018).

Inicialmente, ao ser adicionado a cultura mae no novo substrato, ocorre oconsumo de
sacarose pelo consorcio de leveduras (SCHROEDER, 2019; WATAWANA et al., 2015) e
bactérias responsaveis pela producdo da celulose, mediante a multiplicagdo de Acetobacter
xylinum. Em condigdes regulares de temperatura e pH, as bactérias utilizam o oxigénio presente
no meio para geragcdo de energia, o que impulsiona a sua multiplicagdo, sintetizando uma
quantidade de celulose que se sobrepdem a superficie do liquido. Durante o periodo
fermentativo, o SCOBY vai ganhando espessura mediante a formag¢dao de novas camadas
celulosicas na superficie do recipiente (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

O periodo fermentativo ocorre de 7 a 15 dias com temperaturas que podem variar em
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22 a 30 °C (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Chawla et al., (2009), na maioria de seus
experimentos, observaram a produ¢ao maximada pelicula celuldsica ocorrendoem associacao
com dois parametros cruciais, o pH e a temperatura,

Para iniciar um novo kombucha ¢ ideal que se realize o cultivo sem adi¢cao do SCOBY,
apenas com liquido mae (proveniente de uma fermentacdo anterior), a fim de promover a
formagao de uma nova celulose bacteriana (CB). Entdo, apds o preparo do novo substrato, ¢
de fundamental importancia que ele atinja a temperatura ambiente para posterior inoculo, que
devera ja estar composto com o liquido do kombucha fermentado com 10 a 20% da ocupacao
do recipiente onde ird ocorrer a formagdo do SCOBY. O recipiente deve ser escolhido
levando em consideracdo o seu tamanho e largura, sendo coberto com gaze limpa ou pano
poroso, evitando possiveis contaminacdes por insetos e a presenga de sujidades indesejadas,
como também facilitard a troca de ar com o meio ambiente, a formacao da nova pelicula e a
sua manipulacio (MOURA, 2019; PALUDO, 2017).

A liberagdo de CO;, e uma cultura grande no meio do inéculo tem influéncia na
regulacdo da formacao da CB, pois estdo associadas com o excesso de acucar (COSTA; BIZ,
2017).

De acordo com os argumentos de Donini ef al., (2010), a producdo de CB pode ser uma
opcdo ecologicamente sustentavel, quando comprada com a produgdo e extracdo de outros
tipos de celulose, como a vegetal, que demanda uma grande area de arvores para sua extragao,
além dos impactos que isso ocasiona ao meio ambiente devido a produgdao de residuos e
poluentes durante o processo de obtengdo da celulose pura durante o processo de separagdo.
Desse modo,os SCOBY, que até entdo sdo simplesmente descartados, podem ser empregados
em diversas areas, incentivando assim o aproveitamento total do material.

Considerando as suas vantagens de empregabilidade, o mais interessante desse material
estd em sua transformacdo como um substituinte do couro animal (que temsua origem
eticamente questiondvel) e na alimentagdo humana como fonte complementar de nutrientes e
fortalecimento do organismo devido as propriedades presentes em sua composi¢cdo (COSTA;

BIZ, 2017).

3.6 Aproveitamento dos SCOBY's

Diante da grande geragcdo de CB em um curto tempo, pesquisas vém sendo desenvolvidas
com o intuito de novas aplicagdes, visando a diminui¢do do desperdicio durante a produgao

dokombucha, a medida em que, colabora com o meio ambiente. Em virtude disso, os tipos
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mais comuns de aproveitamentos estdo na transformacdo e aplicagdo para protecao,
conservagao, estabilizacdo de emulsdo, conducao elétrica e mecanica, absor¢ao de poluidores,
filtragcdo, vestimenta, area alimenticia, industria té€xtil e biomedicina (COSTA; BIZ, 2017).

Durante pesquisas desenvolvidas para analisar a composicao quimica do SCOBY, foi
possivel observar valores de compostos que colaboram para a utilizacdo desse material no
desenvolvimento de novos produtos. Por isso, torna-se uma alternativa que pode ser pesquisada
em diferentes tipos de segmentos alimenticios, colaborando com seu enriquecimento
(DOMENEGHETTI; SOARES; SCHMIDT, 2019).

Dessa forma, as induastrias em conjunto com seus colaboradores tém procurado
alternativas para o desenvolvimento e elaboragdo de novos produtos a medida em que a
caminhada segue em dire¢do a minimizagdo de impactos ambientais, devido a viabilidade
técnica e economica dos subprodutos (DOMENEGHETTI; SOARES; SCHMIDT, 2019;
BRITO et al., 2011).

Assim, nesse seguimento, o aproveitamento do SCOBY ¢ uma alternativa de
transformag@o de sua massa celulosica, kombucha (PALUDO, 2017). Durante o processo de
formagdo, diversas transformagdes bioquimicas sdo realizadas até a formacdo completa da
celulose, e posteriormente a mesma pode ser retirada para devido fim como pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo da aplicagdo da celulose bacteriana (SCOBY) do kombucha.

Aplicacdes da (CB) classificada pelas suas areas de aplicacées

Area Aplicacées Exemplos

Embalagens

antibacterianas e

Nata de coco e embalagens

Alimentos biodegradaveis, biofilmes,

para salgadinhos.
Emulsificantes, celulose

comestivel.

Nanoplacas de grafites,
' substrato de filme de luzde ' ‘
Eletronica Fone everglide s-500 ebaterias.
diodo, membranas decélula

combustivel.
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Nanofilmes, estruturas para
Reprodugao de tecidos,
regeneracao de ossos,pele
Biomedicina absorvente feminino e
artificial curativa, absorvente

o curativos.
feminino.
Mascaras faciais,
. emulsificantes,
Cosméticos Mascara Bel mondo.

condicionadores, polidoresde

unhas.

Vestuario, bolsas, cal¢ados,
Jaqueta, sapato, bolsa,luva,

Industria téxtil tendas e equipamentos de )
) brinco.
camping.

Capas de celulares,luminaria, Capas de celulares, tigelase

Produtos ] o

tigelas. luminarias.
o Escultura, Cones xylinume
Arte Artefatos conceituais,esculturas.

kernels of chimaera

Fonte: Adaptado de Costa e Biz 2017.

Diante das propriedades e aplicagdes acima referidas, a celulose bacteriana estd sendo
empregada em diversos produtos, tanto em fase ainda de pesquisa como ja existem alguns

produtos disponiveis para consumo (COSTA; BIZ, 2017).

3.7 Shake alimentar do tipo Smoothie

O Shake smoothie se diferencia do Shake tradicional pois apresenta em sua composicao
uma concentracdo de frutas e vegetais. Levando em consideragdo o valor nutricional da fruta,
que tem valores de calorias que variam de 45 a 88 kcal para 100 mL, tornando-se assim, uma
bebida altamente nutritiva com uma combinag¢do variada de frutas adicionadas ao leite e sem
adicdo de agucar e agua, diferenciando-a de outros Shakes (IASSIN, 2019; SILVA, 2017;
PORTES, 2009).

O smoothie ¢ de simples preparo e a matéria-prima ¢ bem acessivel e de baixo custo de
processamento, constituindo uma alternativa viavel para o mercado de alimentos (SILVA,
2017).

De acordo com Paiva et al., (2015), o Brasil tem uma variedade de frutas e hortaligas
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que vem crescendo muito, apresentando importancia econdmica em diversasregides do pais por
ter sua relevancia na geragdo de rendas, empregos ¢ no desenvolvimento rural, podendo
entdo, colaborar para a elaboracao e comercializagdo dos smoothies, que devido ao seu apelo
funcional promovidos pelas frutas ricas em compostos antioxidantes, bioativos que
proporcionam a melhoria da saude.

Os smoothies ndo tém uma legislacdo dependente, sendo que as resolucdes para os
sucossao as mesmas que regem essa bebida. A legislagdo brasileira e as normas determinadas
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sdo as que estabelecem detalhadamente os padrdes para
aplicagdo emsucos, como também na utilizacdo de microrganismos no desenvolvimento de
novos alimentose produtos.

A definicao de smoothie é considerada pela consisténcia/viscosidade, onde é composta
em partes por frutas, vindo a conter poucas por¢des de outras misturas comohortaligas, leites e
outros ingredientes misturados em sua composi¢ao. O preparo envolve o corte das frutas para
romper com o0s parénquimas, liberando pectinas e outrossolidos soluveis dispersantes na
solucdo, e uma outra parte sendo solida, representada pelos s6lidos insoluveis constituidos pela
parede celular da planta (RODRIGUEZ- VERASTEGUI et al., 2016).

O que diferencia o smoothie de outras bebidas € a sua caracteristica viscosa e sua alta
composi¢do de partes de frutas. De acordo com Smith et al., (2013) o melhor critério utilizado
para a caracterizagdo de smoothies, ¢ o conteudo de frutas presentes em sua composi¢do. O
smoothie esta classificado como uma bebida ndo alcoodlica, atendendo a diversos publicos,
desde criangas a pessoas idosas que tenham dificuldadesem digerir alimentos pela mastigagao,
como também para as pessoas que nao gostam deconsumir frutas in natura. A indicagdo para o
consumo esta relacionada como um substituinte de uma refei¢ao, sobremesa ou café da manha
(BAIANO; MASTROMATTEO; DEL NOBILE, 2012).

E encontrada na forma processada ou elaborada instantaneamente, sendo esse segundo
o mais indicado, devido a presenca de enzimas peroxidase (POD), polifenol oxidase (PPO) e a
pectina metil esterase (PME) (IASSIM, 2019; CHAKRABORTY et al., 2014). Portanto,
estudos envolvendo objetivos de manter a presencadesses compostos ja ¢ base de diversas
pesquisas (WALKLING-RIBEIRO et al., 2010; KHANDPUR; GOGATE, 2015; ANDRES;
VILANUEVA; TENORIO; 2016; CONEGERO et al., 2017, ADIAMO et al., 2018) para
técnicas na preservacdo dos compostos bioativos duranteo prazo de validade. Sendo ainda um
desafio para os fabricantes de smoothies, por se tratar da preservacdo de caracteristicas

sensoriais de um produto fresco e natural.
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Devido a presenga dessas enzimas que conferem a diminui¢ao do valor nutricional, um
outro fator que pode ser agregado para a preservagdo dos compostos fendlicos, bioativos e
vitaminicos (IASSIN, 2019) ¢ a adi¢ao do p6 do SCOBY devido a sua composi¢ao, podendo
assim preservar as substancias citadas.

Diante dos tipos de refeicdes saudaveis, essas bebidas viraram tendéncia na area
alimenticia, podendo ser servidas em diferentes estilos ao gosto do consumidor. Vindo a ser
empregada no planejamento alimentar de atletas e pessoas que buscam uma melhor qualidade
de vida através do consumo de alimentos naturais (JASA, 2016).

Devido a bebida estar sendo considerada a nova tendéncia em termos de refeigdo
liquida para o futuro, a crescente busca por um estilo de vida mais saudavel ¢ o que vem
despertando a curiosidade e o consumo para este alimento, pois os consumidores nao estao
mais apenas priorizando a sensorialidade de um determinado produto, como também, buscam
beneficios quepossam ser acrescentados em sua vida no dia a dia (IASSIN, 2019).

Uma publicagdo do Brasil Food Trends (2020), mostra que a tendéncia em
“Saudabilidade e bem-estar” desencadeia numa gama de segmentos para o mercado
consumidor, entre os quais estdo os alimentos funcionais, com diferencial no auxilio da saude
mental, fisica, cardiovascular, intestinal e entre outros (FIESP, 2010). Tendo o marketing como
fator importante para o crescimento desde o ano de 2016 até 2021, focado na satde e no
interesse do consumidor para refei¢des saudaveis (MINTEL, 2016).

Para Mintel (2016), o mercado para smoothies estd estimado na produ¢do de 4 milhdes
de litros ao ano, com elevado crescimento na Irlanda, correspondendo a 214% entre 2002 e
2006. A mesma pesquisa estima um valor de $17 bilhdes até o ano de 2024,onde 45,7% desse
valor esta direcionado aos Estados Unidos da América; 9,1% pela Asia e o restante dividido

entre as demais regides do mundo (GLOBAL, 2019).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de execugao do experimento

As formulacoes dos SCOBYs, das bebidas, assim como as analises foram realizadas
naUniversidade Federal do Ceara (UFC) em parceria com o Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Cearda (IFCE) — Campus Jaguaribe. Para manipulagdo dos
microrganismos da pesquisa, um comprovante de cadastro de acesso n® AA72205 do

Conselho de Gestao do Patrimonio Genético estd a disposicdo em ANEXO A. A pesquisa
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envolvendo a analise de toxicidade de produtos alimenticios e farmacéuticos de origem
natural utilizando Zebrafish (Danio rerio) esta protocolado sob o Conselho de Etica no Uso de
Animais (CEUA)n® 1806202101 (ANEXO B), sob a responsabilidade da professora Larissa
Morais Ribeiro da Silva e a equipe que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao Filo Chordata, de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de

outubro de 2008.

4.2 Matérias-primas utilizadas na pesquisa
4.2.1 Coprodutos de frutas tropicais

Os coprodutos de acerola e maracuja que foram disponibilizados por uma Industria de
Fortaleza - CE, safra de 2021/2022 e coletados em embalagens plasticas logo apods o
processamento das polpas, j& a d4gua de coco foi coletada de cocos comerciais, o cha verde foi
adquirido de supermercado com posterior direcionamento ao Laboratorio de frutos da
Universidade Federal do Ceara (UFC), e os demais subprodutos utilizados como araga,
abacaxi, goiaba e manga foram adquiridos em supermercado e processo em ambiente

residencial.

4.2.2 Aglcar

Foi utilizado como fonte de sacarose no preparo da kombucha o actcar cristal adquirido

em comércio local da regido de Fortaleza - CE.

4.2.3 SCOBY

A pelicula celuldsica utilizada neste estudo foi doada de um produtor caseiro de
Fortaleza - CE, ndo sendo possivel identificar as caracteristicas de producao da “mae da
kombuchd”. A celulose bacteriana foi mantida imersa na propria kombucha no recipiente de
vidro até a sua utiliza¢do. No decorrer do experimento, o SCOBY foi dividido em subpartes

para compor cada recipiente com seus referidos extratos dos coprodutos de frutas tropicais.

4.2.4 Shake tipo Smoothie

Para a elaboragdo do smoothie foram utilizados, o agucar, o leite e as polpas de frutas

(morango e banana), adquiridos do mercado local na cidade de Fortaleza/CE.
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5 METODOLOGIA
5.1 Obtencdo do liquido para fermentagao a partir dos coprodutos de frutas tropicais

Para a obtengdo da celulose com o subproduto para a fermentagdo, foi realizado a
extragdo por aquecimento dos coprodutos em agua potavel nas proporcdes de 8, 10 e 15%
(m/v), passando por filtragem no final, em seguida, o liquido foi transferido para um recipiente

teste e deixado em repouso.

5.2 Utilizacdo dos coprodutos como substrato alternativo na fermentagdo do kombucha

Figura 1 - Fluxograma do preparo do liquido do kombuché com o Start e obtencdo da

celulose para as formulagdes.
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Fonte: Elaboarado pelo autor da pesquisa, 2023.

5.3 Elaboragdo e determinacao das formulacdes dos SCOBYs com extratos de coprodutos de
frutas tropicais

Para a obten¢do dos SCOBY's foram desenvolvidas formulag¢des utilizando coprodutos
dos frutos: aragd, abacaxi, acerola, goiaba, manga, maracuja, agua de coco e cha-verde,
selecionando os melhores de acordo com os pré-testes realizados.

Os coprodutos provenientes do processamento de frutas na industria foram escolhidos



35

de acordo com a sua disponibilidade no mercado, ou seja, as polpas que sdo mais consumidas
pela populacdo sdo as que mais produzem acimulo de matériaorganica, e que podem ser
aproveitados para a producao de outros alimentos, diminuindo assim o impacto ambiental ¢ a
producao de lixo organico (SILVA; RAMOS, 2009; BATISTA, 2013). O aproveitamento
desses subprodutos para a obtencao dos extratos foram elaboradas conforme apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 - Formulagdes dos sistemas fermentativos na obtencao dos SCOBY's

Formulagoes (%)

Ingredientes -
ACEROLA CAJU GOIABA MARACUJA
Acucar 7 7 7 7
Extrato de subproduto 13 13 13 13
Agua potavel 30 30 30 30
SCOBY 40 40 40 40
Star do kombucha 10 10 10 10
Total 100 100 100 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Diante das formulacdes apresentadas, um sistema foi feito conforme Schroeder (2019).
Para cada formulacao seguiu em um recipiente de vidro que ficou em descanso até o final do
processo fermentativo.

Apbs o periodo do processo fermentativo das formulagdoes, observou-se a formacao

das celuloses, que seguiu para a etapa de desidratacdo, para obtencdo do rendimento dos pos.

5.4 Obtengdo dos pos dos SCOBY's selecionados

Para o processo de liofilizacdo dos SCOBY's, a metodologia aplicada seguiu a descrita
por Nunes (2020), onde as amostras foram ser congeladas em temperatura a - 20 °C e
liofilizadas por 48 horas com temperatura de -50 °C. O material liofilizado foi triturado em
almofariz com aplicacao de Nitrogénio liquido (Nz), em decorréncia do processo de liofilizagao
nao ter sido eficiente devido a grande concentracdao actcares presentes na celulose. Para a
conservagao do material, sacos de polietileno de baixa densidade envolvidos em papel

aluminio foram utilizados e direcionados para um dessecador até o0 momento das analises.
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5.5 Caracterizagao dos p6s do SCOBY do kombucha

5.5.1 Anélises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas logo ap6s o processo de maceragao, sendo
estas submetidas as analises microbiologicas apos 1 e 7 dias de armazenamento sob refrigeracao
com temperatura de 6 = 2 °C, a fim de analisar eventuais mudangas microbiologicas durante

esse periodo de armazenamento.

5.5.2 Determinacao de umidade

A determinagdo de umidade foi baseada na perda de umidade da amostra em estufa a

temperatura de 105 °C até peso constante (IAL, 2008).

5.5.3 Determinagao do pH

Para a analise do potencial hidrogenidnico, foi medido sob agitagdo em potencidometro
de bancada com eletrodo de vidro, calibrado regularmente com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0

(IAL,2008).

5.5.4 Determinacao de Solidos Soluveis

Os solidos soluveis foram medidos em refratdmetro digital portatil Atago®, e os

resultados serdo expressos em °Brix (IAL, 2008).

5.5.5 Determinagao da Acidez Titulavel

A determinagdo da acidez titulavel foi realizada por titulacdo potenciométrica com
solucao de NaOH 0,1 M sob agitacdo até pH 8,1 e os resultados expressos em % de 4cido malico

(IAL,2008).

5.5.6 Determinagao da vitamina C

Para determinagdo de Vitamina C, foi utilizado o método titulométrico com solugdo de
DFI (2,6 diclorofenolindofenol 0,02 %) até a coloragdo rosea claro permanente, utilizando-se
5g da amostra diluida em 50 mL de acido oxélico (0,5%), deacordo com Strohecker Henning

(1967). Os resultados foram expressos em mg.100g-1 de acido ascorbico (IAL, 2008).
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5.5.7 Atividade de dgua (Aw)

A determinagdo da Atividade de dgua (Aw) ocorreu em aparelho medidor de Aw da

marca AQUALAB LITE, utilizando-se uma amostra controle de carvao ativado como branco.

5.5.8 Microbiologica

Os pds de SCOBY s obtidos foram submetidos a analise microbioldgica, sendo avaliados
quanto a presenca de leveduras, bactérias do acido-latico, bactérias do acido-acéticos,
Coliformes totais, colifromes termotolerantes, Mesofilos e Escherichia. coli conforme

metodologia descrita por (SILVA et al., 2010).

5.5.8.1 Contagem de leveduras

A contagem de leveduras foi realizada através da inoculagdo de 0,1 mL de cada
diluigdo (102 a 105) em meio Agar Sabouraud com Cloranfenicol (SABC) e espalhamento em

superficie, seguido de incubagdo a 22° C por cinco dias (KIM, D. H. et al., 2019).

5.5.8.2 Contagem de bactérias dcido-ldticas

A quantificacdo de bactérias acido-laticas foi realizada através do método de
plaqueamento em profundidade (pour plate), com a inoculagdo de 1 mL de cada diluicao (102
a 105) em meio MRS (Agar para Lactobacillus de Man, Rogosa e Sharpe) por 72 horas a
32°C (APHA, 2015).

5.5.8.3 Contagem de bactérias acido-acéticas

A contagem de bactérias acido-acéticas foi realizada através da inoculagdo de 0,1 mL
de cada dilui¢do (102 a 105) em meio GYC (Glucose Yeast Extract Carbonate) pela técnica
de spread plate a 30°C por 72 horas (KIM, D. H. et al., 2019).

5.6 Espectroscopia de Absor¢ao na Regido do Infravermelho (FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi realizada para verificar as

semelhancas na composi¢ao das amostras, que seguiu a metodologia descritapor Fontes et al.
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(2020). As amostras (em triplicatas) foram divididas em dois grupos,de acordo com as
formulagdes pré-estabelecidas pelos rendimentos de massa produzidas dos SCOBYs.

Foi estabelecido faixa de 400 a 450 cm™ (regidio do infravermelho médio — MIR) com
resolucdo de 4 cm™! em temperatura ambiente, e com o auxilio do software IBM SPSS Statistcs
22 versdo 22.0.0.0, os espectros infravermelhos absorvidos foram submetidos a andlise

multivariada para verificar a similaridade nas diferentes amostras (FONTES et al., 2020).

5.7 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise de TGA foi realizada para verificar a estabilidade térmica dos componentes,
destacando perdas de massa em diferentes faixas de temperatura As curvas de TGA foram
obtidas com um STA-6000 (Perkin Elmer), a uma taxa de aquecimento de 10°C.min-1 em
uma variacao de temperatura de 25 a 900°C, onde a taxa de arfoi mantida a 50 mL.min-1 e o

peso inicial da amostra utilizada foi em torno de 18 mg.

5.8 Avaliagdo da toxicidade aguda e por locomogado dos pés de SCOBY's utilizando Zebrafish
(Danio rerio) como modelo in vivo

Para avaliagdo da toxicidade, os testes foram realizados em Zebrafish, com base nas
metodologias propostas por Magalhaes et al. (2017). Para a realizagdo dos testes utilizou-se
zebrafishs (ZF) (Danio rerio) adultos, selvagens, de ambos os sexos e com idade de 60 a 90
dias, tamanho de 3.5 + 0.5 cm e peso 0.4 = 0.1 g. Os peixes foram obtidos da Agroquimica:
Comércio de Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceard, Brasil). Apds a
obten¢do dos modelos in vivo, grupos de 50 peixes foram aclimatados por 24 h em aqudrios
de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo dgua desclorada (anticloro ProtecPlus®) e bombas de ar
comfiltros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo circadiano de 14:10 h de claro/escuro. Os
peixes receberam racdo (Spirulina®) ad libitum 24 h antes dos experimentos. Os
procedimentos experimentais foram submetidos a0 Comité de Etica do Uso de Animais da
Universidade Federaldo Ceara (CEUA-UFC).

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a alteracdo ou ndo da coordenagdo
motora dos peixes, seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular (AHMAD; RICHARDSON,
2013). Os animais (n=6/grupo) foram selecionados aleatoriamente, transferidos para uma
esponja umida e tratados com 20 pL, via oral, dos p6és de SCOBYs (grupo veiculo)
(COLLYMORE, RASMUSSEM; TOLWANI, 2013). Incluiu-se um grupo de animais sem

tratamento, denominado de Naive. Apds os tratamentos os animais foram acondicionados
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individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de agua do aquario para
repouso. Apos uma hora, os animais foram adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15
cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes para analise da
atividade locomotora através da contagem do nimero de cruzamento de linhas (CL).Usando o
valor de CL do grupo Naive como linha de base (100%), sera calculado porcentagem de
atividade locomotora (AL%) individualmente durante 0-5 minutos.

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto
conforme metodologias propostas pela Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD, 1992) e Huang et al. (2014). Os animais (n=6/cada grupos) foram
tratados com as mesmas concentragcdes dos pds a que foram submetidos no teste de campo
aberto, porém os peixes foram deixados em repouso por 96 horas para analisar a taxa de
mortalidade. O grupo veiculo (4gua destilada estéril) foi utilizado como controle. Apos 96
horas, foi anotado o numero de peixes mortos em cada grupo para determinacdo da
concentragdo letal capaz de matar 50% dos animais (DL50) através do método matematico
Trimmed Spearman-Karber comintervalo de confianga de 95% (ARELLANO-AGUILAR et
al., 2015).

6 DESENVOLVIMENTO DO SMOOTHIE
6.1 Processamento da bebida tipo smoothie

As formulagdes da bebida foram definidas em quatro concentragdes mistas de polpa de
fruta de morango e banana, onde uma ficou estabelecida com a FO, F1, F2 e F3. Para as
formulacdes dos pos de cada SCOBY, foi selecionado de acordo com seu rendimento durante
a fermentac¢do, conforme descrito na Tabela 3. O preparo foi obtido com a mistura do leite com
apolpa das frutas congeladas e a homogeneizagao se deu através do uso de um liquidificador
doméstico (poténcia de 300 W).

As quantidades foram definidas tomando como base o Decreto n° 6.871, de 04 de junho
de 2009, na qual estabeleceu quantidades minimas para as formulacdes de bebidas a base de
polpa de frutas (BRASIL, 2009). Os ingredientes selecionados para a elaboracdo do smoothie
estdo apresentados conforme Tabela 3.

Apods a homogeneizagdo dos ingredientes, a bebida foi envasada em garrafas de PVC

de 1000 mL, lacradas e armazenadas sob refrigeracdo (6 + 2 °C) até o momento das andlises.
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Tabela 3 - Formulagdes da bebida tipo smoothie adicionada de p6 de SCOBY.

Formulagoes (%)

Ingredientes
F0 F1 F2 F3
Leite 40 30 30 30
Acucar 10 5 5 5
*MO 30 30 30 30
*BA 20 20 20 20
SCOBY de kombucha 0 15 15 15
TOTAL 100 100 100 100

Fonte: Autor da pesquisa, 2023. FO = 0% de SCOBY e com valores de leite e acucar diferente das demais
formulagdes. F1 a F4 = 15% de p6 de SCOBY. *MO = Morango. *BA = Banana.

Para o delincamento experimental, aplicou-se o do tipo fatorial 5x3x4 (quatro

formulagdes FO, F1, F2 e F3), avaliadas quimicamente e microbiologicamente em triplicata.

6.2 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas para os smoothies seguiram as mesmas metodologias

descritas no item 5.5.

6.3 Composi¢ao Centesimal

Para o desenvolvimento desse estudo nos smoothies, foram realizadas analises de
proteinas pelo método Kjeldahl (1AL, 2008), lipidios pelo método de Soxhlet (IAL, 2008), teor
de cinzas, quantidade de fibra bruta, e de carboidrato, determinados por diferenca e o valor
energético por uma bomba calorimétrica (Kcal/100 g), seguindo a metodologia descrita por

IAL, 2008.

6.4 Analise microbiologica dos smoothies

As andlises microbioldgicas das formulacdes dos smoothies foram desenvolvidas
empregando-se as metodologias descrita anteriormente por Silva et al. (2010) no subtdpico

5.5.8.

6.5 Analise Reologia dos smoothie adicionado do p6 dos SCOBY's
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O comportamento reoldgico dos smoothies foi determinado através de um redmetro
rotacional de cilindros concéntricos tipo Searle da Brookfield, modelo R/S plus SST 2000. Foi
utilizado o sensor DG-DIN. As andlises reologicas foram obtidas com variacao da taxa de
deformacdo de 108 a 500 s™!' (curva ascendente) e de 500 a 100 s™! (curva descendente), com o
tempo de 1 minuto e leitura de 25 pontos para cada curva. As leituras foram realizadas em

triplicata e em cada medida foi utilizada uma nova amostra.

7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises fisico-quimicas, composicdo centesimal e sensorial foram
expressos em média e desvio padrdo, submetidos a analise de variancia e teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia utilizando o programa Statistc7®, IBM SPSS Statistcs 22 versao 22.0.0.0
com nivel de significancia de 5% (p<0,05), e com a utilizacdo do Excel (2015) para tabulagao

dos dados obtidos.

8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Testes preliminares

Os recipientes-testes do experimento inicial caracterizaram-se por um preparo realizado
utilizando os seguintes meios alternativos de fermentacdo: aragd; abacaxi; acerola; goiaba;
manga; maracuja e agua de coco.

A celulose microbiana ¢ produzida e liberada da célula na forma de fibrilas, e uma das
principais caracteristicas da celulose ¢ sua capacidade de absorver agua. Na Tabela 4, é possivel
comparar a diferenca do peso Umido das membranas de celulose produzidas ao final da

fermentagao utilizando apenas 4% do SCOBY inicial start.

Tabela 4 - Peso umido das membranas de celulose produzidas ao final da fermentacao.

Desenvolvimento das celuloses bacterianas com 4% de cultura Start

Agua
Cha
Substrato Arac¢a Abacaxi Acerola Goiaba Manga Maracuja de q
verde
coco
Peso
57,00 39,50 66,70 41,22 25,40 81,90 42,10 60,80
umido (g)

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Os substratos que apresentaram melhor rendimento na formagao da celulose foram os
substratos de maracuja, acerola, araga e o tradicional ché verde, ficando com menores pesos 0s
substratos de manga, abacaxi, goiaba e dgua de coco, respectivamente.

Os dados analisados amostram a evolu¢do do desenvolvimento das celuloses
bacterianas produzidas com substratos alternativos ao longo do processo e, em seguida,foram
selecionados trés melhores substratos baseados no peso da celulose produzida.

Portanto, os resultados foram padronizados relacionando os dados obtidos durante o
controle do processo fermentativo baseado nos parametros de solidos soluveis totais (°Brix) e

pH durante sete dias, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros de controle durante o periodo fermentativo avaliado.

Substratos/Parametros

Acerola Maracuja Cha-verde

. . Dias

Dias °Brix pH Dias °Brix pH °Brix pH
0° 12,6 3,50 0° 11,8 3,80 0° 30 4,50
1° 12,6 3,50 1° 11,8 3,80 1° 30 4,50
2° 11 3,00 2° 10,9 3,20 2° 27,5 4,20
3° 11 2,82 3° 10,1 2,80 3° 25 3,80
4° 10,4 2,67 4° 9,7 2,65 4° 19,8 3,50
5° 10,1 2,50 5° 9,5 2,60 5° 19,3 3,20
6° 9,5 2,49 6° 9,5 2,50 6° 18 2,90
7° 9,5 2,49 7° 8,8 2,50 7° 17,2 3,00

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Durante o periodo de sete dias de fermentacao, foi realizado um acompanhamento diaro
dos parametros de solidos soluveis totais (°Brix) e pH, para nivel de controle. Desta forma
sete a 10 dias sdo suficientes para a coleta da celulose bacteriana (SANTOS, 2019). Na Tabela
5 observa-se valores de pH que vai de 4,5 a 2,49 para as amostras fermentadas com
coprodutos de acerola, maracuja e cha-verde e ¢ um pardmetro importante a ser controlado
(Oliveira et al., 2012). De acordo com Bruini (2019), as bactérias acéticas pertencem aos
géneros: Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter que estdo presentes no meio

converte a glucose em acido gluconico e a frutose em acido acético. O melhor rendimento da
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reacao ocorre em uma temperatura entre os 18 a os 30°C (SANTOS, 2016).

8.2 Obtengao da celulose bacteriana

As leveduras e bactérias, que sdo inoculadas na bebida para processo de fermentagao,
sdo as responsaveis pelo crescimento do que ¢ conhecido como fungo do cha, ou SCOBY.
Bactérias acéticas produzem uma rede de celulose como metabdlito secundario da fermentacao
dando origem a essa estrutura que se assemelha a um cogumelo (JAYABALAN et al., 2014).
Inicialmente, os microrganismos produtores de celulose aumentam sua populacdo, além de
consumir o oxigénio dissolvido. Apds o aumento da populacdo de microrganismos a producao
da celulose vai aumentando na superficie do recipiente. A medida que o tempo avanga, a
espessura da membrana ¢ aumentada pela geragdode novas camadas na superficie, formando
estruturas suspensas.

O SCOBY e/ou o liquido resultante de uma fermentagao anterior, a uma concentracao
de 10%, podem ser usados como cultura starter ou inoculo para dar inicio a uma segunda
fermentacdo (VINA et al., 2013).

Apb6s o preparo dos recipientes, os mesmos foram colocados em repouso para

fermentarem (Figura 2).

Figura 2 - Processo fermentativo, recipientes com subprodutos de maracuja (a), acerola e cha

Fonte: Dados da pesquisa, 2022. (a) fermentacao inicial com substrato de maracuja; (b) fermentagdo inicial
com substrato de acerola e (c) fermentagdo inicial com substrato de cha verde.

Apo6s 24 horas observou-se a formagdo de peliculas nas superficies dos recipientes,
evidenciando assim os melhores resultados baseados no rendimento e no curto periodo de
tempo para a formacdo da pelicula celuldsica. De acordo com Goh et al. (2012a/2012b), essas
variacoes na producdo de SCOBYs dependem muito das cepas utilizadas, tempo de

fermentagdo e compostos quimicos presentes no meio de fermentagao.
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Ao final do periodo de fermentacdo, a producao de celulose foi avaliada por meio da
massa de SCOBY produzida. Os biofilmes foram retirados dos recipientes para posterior

limpeza com agua destilada para remog¢do de impurezas e microrganismos fixados (Figura 3).

Figura 3 - Obteng¢do da celulose bacteriana de acerola, maracujé e cha verde.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. (a) SCOBY obtido com substrato de acerola; (b) SCOBY obtido com substrato
de maracuja e (c) SCOBY obtidocom substrato de cha verde.
Depois de lavadas e removido o excesso de dgua, as membranas foram direcionadas

para a etapa de desidratagdo, para posterior obten¢do dos rendimentos dos poOs.

8.3 Rendimento em peso dos pés de SCOBY

O desperdicio de alimentos n3o ¢ um problema tinico do consumidor. E uma questio
ampla que afeta, diretamente, os indices de desenvolvimento economico dos paises e causa
impacto na sociedade e no meio ambiente (GONDIM et al., 2005). Segundo Batista et al.
(2021), uma maneira de combater o desperdicio é o aproveitamento por meio da utilizacdo de
partes ndo aproveitadas, antes desprezadas (cascas, talos, folhas e outros residuos) na
elaboracdo de novos produtos. Estudos sobre aproveitamento de residuos e subprodutos
apresentam resultadosrelevantes para diversificar e agregar valor nutricional as preparagdes
(DAMIANI et al., 2011;SILVA; RAMOS, 2009; VALENCA; SANTANA; FREITAS, 2008).

Reconhecendo o crescimento do mercado em 2016, as vendas no varejo de kombucha e
outras bebidas fermentadas aumentaram 37,4% (WATSON, 2018). Esta bebida ganhou
notoriedade em razdo dos seus beneficios a satde, pois ajuda a estimular sistemas glandulares,
a proteger contra o diabetes, a facilitar a excrecdo de toxinas e a prevenir infecgdes
(JAYABALAN et al., 2014). Além disso, estudos indicam que a kombucha pode agir como

bebida probidtica, ajudando a equilibrar a microbiota intestinal, facilitando, assim, a
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normaliza¢do das atividades intestinais (WATAWANA et al., 2015). A cada fermentacio
umanova camada celuldsica é formada na superficie do recipiente, aumentando assim a sua
biomassa.

A Matriz de celulose tem se mostrado como um biopolimero com amplas
possibilidades de aplicagdes, devido as suas caracteristicas como a biodegradabilidade, pureza
e biocompatibilidade que permitem sua aplicacdo em diversas areas (KESHK, 2014). Os usos
potenciais para uso da celulose bacteriana sao nas areas de cosmético,eletronica, tratamento de
efluentes, biomédica e na area alimenticia com o aproveitamento de residuos.

Na producdo industrial de kombucha especificamente, muitos dos residuos podem ser
aproveitados de forma a se obter novos produtos como os residuos do cha. Os residuos do
cha, que sdo basicamente folhas trituradas e molhadas, os residuos de frutos tropicais, sao,
portanto, residuos organicos e compostaveis. O SCOBY (cultura simbidtica de leveduras e
bactérias, responsavel pela fermentagcdo da bebida) cresce a cada fermentacdo, de forma que
ndo se faz necessario utiliza-lo todo, e este, também pode ser destinado a diversos fins, como
producdo de couro vegetal, para fins téxteis ou ainda para fins alimenticios, como petisco,
visto que sua composi¢do ¢ basicamente uma grande camada celulodsica cheia de probidticos,
sendo seguro para consumo humano, conforme a Tabela 1 (COSTA; BIZ, 2017).

Durante o processo fermentativo, observou-se a produgdo de celulose nos meios em um
periodo de duas semanas de fermentagdo. Esse resultado estd de acordo com o indicado na
literatura. Jayabalan (2014) observaram uma elevada produ¢do de celulose bacteriana nesse
mesmo periodo (DUTTA; PAUL, 2019). J& na referida pesquisa, observou-se a formacao da
celulose bacteriana em um periodo de 7 dias, conforme a Tabela 5.

A etapa de rendimento foi determinada apds o periodo de fermentagdo, onde a celulose
produzida foi retirada do meio (FIGURA 2), lavada em 4gua destilada e em seguida cortada em
pequenos cubos, utilizando-se faca de cozinha. Posteriormente, aplicou-se Nitrogénio Liquido

(N2) para tornar possivel a obtencao dos pds, em suas respectivas codificacoes (Figura 4).

Figura 4 - Obtencao dos p6s de SCOBY’s obtidos com os subprodutos de acerola, maracuja e
cha verde, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023. (a) P6 de SCOBY de acerola; (b) P6 de SCOBY de SCOBY de maracuja e (c)
P6 de SCOBY de cha verde.

Durante a obtengcdo do material em pd, o rendimento foi determinado utilizando a

Equagao 1 descrita por Andrade et al. (2018), com modificagoes:

R=F/S.100 (1)

Onde R ¢ o rendimento (%), F € o peso seco (g) e S € o peso do subproduto antes de secar (g).

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Peso umido, peso seco da celulose bacteriana e o rendimento ap6s desidratagao.

Rendimento em peso dos SCOBY's

Peso umido Peso seco Rendimento
SCOBY
@ @ (%)
Acerola 1200 74,96 6,25
Maracuja 1200 46,03 3,84
Cha verde 1200 47,47 3,95

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Em relagcdo ao rendimento dos pds produzidos, observou-se que o p6 de SCOBY de
acerola apresentou um rendimento de 6,25 %, em seguida o SCOBY de maracuja com 3,84 %
e o0 SCOBY de cha verde com 3,95 %. Oobserva-se que o rendimento de SCOBY deacerola
apresentou melhor produtividade no que diz respeito ao peso, o que pode estar associado a
composicdo do subproduto de acerola, que ¢ rico em fibras dietéticas, incluindo celulose,
hemicelulose e pectina, que contribuiu para um melhor rendimento de SCOBYs, tendoem vista
que todas as amostras foram submetidas as mesmas condi¢des de incubagdo para fermentagao,
com valores de Solidos soluveis totais iniciais de 12.5 °Brix para o substrato de acerola, 13.1
°Brix para maracuja e 11.3 °Brix para o substrato de cha verde.

A produtividade do SCOBY esta diretamente ligada a razdo de area de superficie:
profundidade do recipiente fermentativo. A produ¢do do SCOBY aumenta com o aumento da
area superficial do recipiente contendo o meio de cultura (ABD EL-SALAM, 2012).

Os resultados envolvendo os aspectos Fisico-quimicos e composicao proximal dos pds

podem ser observados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7 - Caracterizacdo Fisico-quimica dos pos de SCOBY’s de kombucha.

Parametros
Soélidos
Poés dos SCOBY's Acidez Vit. C
( L) pH (mg/100g) Soluveis
meq.L~ mg g
(SS/ATT)

SCOBY de Acerola 3,19+0,30 2,77+0,04 1998,04 +50,75 6,67 +0,32
SCOBY de Maracuja 3,77+ 0,42 2,86 +0,10 163,29 +3,09 6,13 £ 0,06
SCOBY de Cha verde 4,15+0,22 2,90+0,00 393,46+4,17 8,13 +£0,06

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. Os resultados estdo representados pela média + desvio padréo.

Os valores de acidez dos pds dos SCOBYs durante as duas semanas de fermentacgao
variaram entre 3,19 meq.L™! para o p6 do SCOBY com acerola, 3,77 meq.L™! para o pé do
SCOBY de maracuja e 4,15 meq.L ™! a para o p6 do SCOBY de chd verde. O pH do alimento
¢ considerado um indicador de seguranga alimentar. Um pH dentro da faixa de acidez, menor
que 4,5, inibe o crescimento dos principais microrganismos responsaveis por doengas
transmitidas por alimentos (SILVA et al., 2018), tornando-se uma variavel importante para a
qualidade do produto, o que se torna adequado com os valores estabelecidos na Tabela 7.
Comparando os resultados obtidos dos pos com a Instrucio Normativa para kombucha
(BRASIL, 2019), as analises de acidez e pH estdo de acordo com os achados nessa pesquisa,
em um intervalo de 3,19 a 4,15 para acidez e 2,77 a 2,90 para pH, para os p6s dos SCOBY’s de
acerola, maracuja e cha verde.

Para o parametro Vitamina C, observou-se maior teor para o p6 do SCOBY de acerola,
(1998,04 £ 50,75 mg/100 g), seguido do p6 do SCOBY de cha verde (393,46 + 4,17 mg/100
g) e por ultimo o p6 do SCOBY de maracuja (163,29 + 3,09 mg/100 g). A vitamina C,
também conhecida como 4cido ascorbico, € um nutriente essencial que desempenha um papel
importante no organismo humano. A sua presenca no kombucha, especialmente quando
proveniente do residuo de acerola, pode conferir beneficios adicionais a bebida e contribuir para
a sua classificagdo como uma bebida funcional. A presenga de vitamina C pode ser um fator
de crescimento microbiano a ser considerado no rendimento em peso do SCOBY (BRUNINI
et al.,2004).

O consumo de alimentos ricos em Vitamina C vem crescendo, isso se da pela busca por
alimentos mais saudaveis. A a¢do antioxidante dessa substancia esta associada diretamente ao

retardo do envelhecimento celular, diminuindo, também, a incidéncia de doencas
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degenerativas, como o cancer, doencas cardiovasculares, inflamacdes, disfun¢des cerebrais e
diversas outras. A vitamina C, também conhecida cientificamente por Acido ascérbico, teve
sua nomenclatura foi alterada pela IUPAC para acido ascoérbico, apds estudos que
demonstraram sua importancia na prevencdo e cura do escorbuto. Essa vitamina ¢ um
micronutriente essencial, ou seja, ndo ¢ sintetizado pelo organismo humano, precisando ser
ingerido pela dieta para exercer sua atividade funcional. Os valores recomendados de vitamina
C para homens adultos e de 110 mg/dia e para mulheres adultas 95 mg/dia (BRUNINI et al.,
2004), esses valores sao apenas referéncias gerais ¢ podem variar de acordo com as
necessidades individuais. Esta substancia esta envolvida na sintese e manutengao do colageno,
na sintese deimportantes neurotransmissores, como a norepinefrina e serotonina. E essencial
para oxidacdoda fenilalanina e tirosina e para a conversao de flaina em acido tetrahidrofolico.
Esta vitamina também facilita a absorcdo de minerais como ferro ¢ zinco ¢ auxilia a
eliminagdo de metais como chumbo e niquel, além de promover resisténcia a infecgdes e
ajudar em processos de cicatrizagdo (TEIXEIRA; MONTEIRO, 2006; MENDONCA;
FONTANA, 2021).

Com relagdo aos solidos soluveis, foram obtidos teores de 6,67 + 0,32 °Brix para o po
do SCOBY de acerola, 6,13 + 0,06 °Brix para o p6 do SCOBY de maracuja e 8,13 = 0,06 °Brix
para o p6 do SCOBY de ché verde. Durante esse processo de fermentacao, os sélidos soluveis
podem diminuir @ medida que os agucares sdo consumidos pelas bactérias e leveduras do
SCOBY. Essa medicdo pode ser util para controlar o teor de agucares e nutrientes na bebida
final (SOUZA et al., 2017).

Os resultados dos parametros fisico-quimicos para a composi¢cdo centesimal dos

SCOBY’s estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacdo da Composi¢ao proximal dos pés de SCOBY's de bombucha.

Composicao Centesimal

Parametros
Pés dos SCOBY''s Proteinas Cinzas Lipidios Aw
(%) (gL (%) (%)
SCOBY de acerola 1,37+0,20* 2,58+3,31* 0,56=+0,00* 0,22+ 0,00?
SCOBY de Maracuja 1,39 +£0,19* 1,08 +0,47* 0,23 +£0,00* 0,28 +0,01*
SCOBY de Cha verde 0,63 £0,26" 2,19+£0,20* 0,6 £0,000 0,24 +0,01°

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. Os resultados estao representados pela média + desvio padrio.
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Diversos estudos mostram a aplicagdo de novas matérias-primas como substratos
alternativos para a fermentacdo de bebidas similares a kombucha. Na pesquisa desenvolvida
por Camara et al. (2022), utilizando como meio alternativo para obtencdo da kombucha os
coprodutos de goiaba vermelha, abacaxi, caju, manga e caja, e através da analise da composicao
centesimal, os autores evidenciaram que o alto valor nutricional dessas matérias-primas
influenciou na preparagdo das kombuchas, sendo assim uma excelente alternativa para os
consumidores e industria alimenticia, podendo atingir um publico maior (LEONARSKI, et
al.,2021).

Vitas et al. (2013), em seus estudos utilizaram como substratos alternativos para
obtencdo da kombucha sucos de frutas, leite, vinho e cerveja. Assim, a utilizacdo desses
substratos vem recebendo atengdo especial dos pesquisadores, devido as suas valiosas
propriedades nutricionais e bioativas que sdo agregados aos produtos finais, tais como
antioxidante e antimicrobiana (MACAGNAN, 2013).

Pesquisas sobre a producao de celulose bacteriana obtida pelo processo fermentativo
da Kombucha, a fim de avaliar também orendimento na produg¢do da celulose bacteriana vem,
sendo necessario para pesquisa de caracterizagdo fisico-quimica desse. Neste sentido, o
SCOBY da Kombuchda surge como uma alternativa de baixo custo no desenvolvimento de
matérias biodegradaveis a base de celulose.

A determinacdo da composi¢do centesimal ou percentual dos componentes dos
produtos alimenticios inclui a determinagdo de umidade, proteinas, cinzas, lipidios e atividade
de agua em 100 g do produto, estando associada a avaliagdo quantitativa dos nutrientes em
um determinado produto e consequentemente seu valor nutritivo, proporcionando um
mapeamento do produto, ou de um novo produto a fim de aprimord-lo e fornecer aos
consumidores as informagodes necessarias importantes para aquisi¢do € consumo.

Os teores de proteinas das amostras de poés dos SCOBYs de acerola, maracuja e cha
verde encontrados na pesquisa (Tabela 8), apresentaram resultados inferiores a 2 %,
destacando-se o p6 do SCOBY de maracujd com um maior teor de proteinas. Nos achados da
pesquisa realizada por Moraes, Bender e Kottwitz (2020), foi encontrado um valor de proteinas
de 0,20 g/100 mL na amostra de kombucha de maracujd, valor inferior ao resultado obtido
nessapesquisa. A diferenga entre os resultados de proteinas obtidos nas diferentes amostras
analisadas estd associada ao fato das kombuchas serem acrescidas de polpas de frutas,
colaborando assim para o aumento dos valores proteicos da bebida, apesar das frutas geralmente

nao serem consideradas fontes de proteinas. De acordo com a Tabela Brasileira de Composicao
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de Alimentos — TACO (2011), em 100 g de maracuja é encontrado um valor de 0,8 g de
proteinas, valor esse que agregou no p6 de SCOBY de maracuja, e para acerola 0,4 g de
proteinas. O SCOBY ¢ constituido majoritariamente por proteina e fibras, as proteinas presentes
na bebida tém solubilidade em diversos valores de pH, estabilidade e viscosidade (CAMARA,
2022).

As amostras apresentaram baixos teores de lipidios (Tabela 8), sendo 0,56 para o pd
doSCOBY de acerola, 0,23 para o p6 do SCOBY de maracuja e 0,60 para o p6 do SCOBY de
chaverde. O baixo teor lipidico nas amostras dos pos dos SCOBY’s esta relacionado ao fato de
queo ché verde e as frutas utilizadas sdo alimentos que apresentam baixas quantidades de
lipideos.De acordo com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TACO (2011) as
frutas acerola e maracuja apresentam 0,20 % de lipideos. Sendo assim, as frutas sdo as possiveis
fontes de lipidios presentes nas amostras dos poés dos SCOBY’s de kombucha (MORAES;
BENDER;KOTTWITZ, 2020).

Os lipidios além de exercerem um papel importante como fonte de energia para o
organismo ainda auxiliam na absor¢do de vitaminas lipossoliveis e carotendides, mas em
excesso podem ser prejudiciais a saude, visto que, uma dieta rica em gorduras consiste em um
dos principais fatores na prevaléncia de sobrepeso e obesidade na atualidade. A distribuigao de
gorduras, segundo a Ingestao Diaria Recomendada, ¢ de 20% a 35% do total de energia para
individuos adultos e saudaveis (FNB, 2005). Desta forma, os p6s dos SCOBYs gerados com
adic¢do de coprodutos de frutas contribuem com 0,66% no aporte de lipidios. Segundo a TACO
(2011), o baixo teor de lipidios na kombucha est4 relacionado ao fato de que o ché verde e
frutas sdo alimentos que apresentam baixas quantidades de lipideos, considerando a maior
porcentagem (35%) da distribuicdo deste macronutriente em uma dieta de 2000 Kcal, trazendo
diversos beneficios a satide do consumidor. Uma dieta de 2000 calorias ¢ geralmente usada por
pessoas que estdo acima do peso e que desejam emagrecer, pois promove a diminui¢do na
ingestdo de calorias que estimula o organismo a usar as reservas de gordura corporal,
favorecendo o emagrecimento (OMS, 2000). No entanto, a quantidade de calorias necessaria
varia de pessoa para pessoa, dependendo de fatores como idade, sexo, altura, peso, nivel de
atividade fisica e o objetivo de saude. Ao desenvolver novos produtos contendo os pos de
SCOBYs de kombucha, ¢ importante considerar a quantidade de calorias presentes no produto
final, isso € relevante para os consumidores que desejam controlar sua ingestao calorica.

Os valores referentes de cinzas obtidos neste estudo foram de 1,08 a 2,58% (Tabela 8),
sendo o valor minimo obtido no p6 de SCOBY de maracuja e o valor méximo de 2,58 obtido

no SCOBY de acerola. Os valores obtidos para cinzas estao abaixo dos encontrados nos estudos
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de Silva, Silva, e Michelin. (2013), que encontraram valores entre 4,59% e 7%. Ja nos estudos
realizados por Ribeiro et al. (2014), os valores foram entre 0,63 e 0,66 (g.100 g!) na
kombucha obtida comchd verde (Camellia sinensis), informando em seus achados que
esses valores sdo independentes da concentracdo do cha ou tempo de fermentagdo, o que se
aproximou um poucodo valor minimo encontrado nesse estudo.

A atividade de dgua (aw) ¢é considerada um importante fator na avaliagdo da estabilidade
de bebidas e alimentos, isso por corresponder a dgua termodinamicamente disponivel para as
reacoes quimicas e bioquimicas (AZEREDO; BRITO; GARRUTI, 2012). Além disto, a (aw)
¢ capaz de fornecer dados importantes sobre a umidade contida na matéria-prima.

Através da Tabela 8, pode-se observar que a atividade de dgua (aw) varia de 0,22 a
0,28%, isso indica a estabilidade do alimento, estando relacionando com o crescimento
microbiano,uma vez que a dgua que estd livre é responsavel pelas atividades bioquimicas.
Observa-se que,quanto menor essa atividade, mais lentas serdo as reagdes bioquimicas e com
isso, menor serd a mobilidade da atividade enzimatica (SILVEIRA et al., 2016). De uma
forma geral, quanto menor a aw, melhor, pois as condigdes do alimento encontram-se
desfavordveis para ocrescimento microbiano, garantindo assim uma maior vida de prateleira,
tornando o alimento mais estdvel microbiologicamente.

Para o parametro Atividade de dgua dos po6s de SCOBY desenvolvidos nesta pesquisa,
observou-se valores de 0,22 &+ 0,00 para o p6 do SCOBY de acerola, 0,28 £+ 0,01 para o p6 do
SCOBY de maracuja e 0,24 + 0,01 para o p6 do SCOBY de cha verde. De acordo com Ribeiro
e Seravalli (2007), a atividade de 4gua ¢ classificada em baixa (aw até 0,600), intermedidria
(entre 0,600 a 0,900) e alta (acima de 0,900). Diante disso, os valores encontrados apresentaram

baixos valores de aw.

8.4 Analise Microbiologica

Os resultados das andlises microbioldgicas estdo expressos na Tabela 9. Os resultados
obtidos indicam que os pds desenvolvidos sdo seguros para consumo, do ponto de vista

microbioldgico, tendo em vista que apresentaram contagens de E.coli <3 NMP/mL.

Tabela 9 - Quantificacdo de microrganismos presentes nas amostras de pos.

A B C

Grupos microbianos

(UFC.g) (UFC.g) (UFC.g)
Bactérias acido-lacticas 8,0x10% 3,0x10% 4,0x10%
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Bactérias acido-acéticas <10 <10 <10
Leveduras <10 <10 <10
Mesofilos aerobios 2,2x10° 2,0x10° 4,0x10°
Escherichia coli <3 NMP/ mL <3 NMP/ mL <3 NMP/ mL

Fonte: dados obtidos da pesquisa, 2023. Legenda: Amostra A (SCOBY de acerola), amostra B (SCOBY de
maracuja) e Amostra C (SCOBY de cha verde).

A contaminagao dos alimentos pode ocorrer em quaisquer etapas de produgdo, desde a
colheita até¢ a chegada na mesa do consumidor. A ingestdo 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 quantificacdo de
microrganismos presentes nos poés de SCOBYs de kombuché ¢ um processo importante para
determinar a concentracao e propor¢ao de bactérias e leveduras presentes nesses materiais.

De acordo com Santos et al., (2017), o parametro fisico-quimico pH associado a
fermentagdo da kombuchd, que estd associado com os microrganismos responsavel pela
liberacdo de 4cidos, tonar-se possivel assim as altas contagens de bactérias 4cido-acético e os
mesoéfilos aerdbios. Devido a produgao de dcidos no meio, esse parametro pH corrobora para a
inibicao do crescimento de microrganismos indesejaveis.

Para a contagem de bactérias do 4cido-latico, obteve-se o resultado de 8,0x10> UFC/g
para a amostra A, 3,0x10> UFC/g para a amostra B e 4,0x10> UFC/g para a amostra C,
resultados esses que conciliam com os estudos de Binda ef al. (2020).

Para a contagem de bactérias do acido-acético, obteve-se o resultado de < 10 UFC/g nas
amostras A, B e C. As bactérias do acido acético desempenham um papel crucial na produgdo
de kombucha, pois sdo responsaveis pela produg¢do do acido acético. O acido acético confere
ao kombucha seu sabor caracteristico e também contribui para a preservagdo da bebida.
Portanto, ao analisar as bactérias do 4cido acético se pode avaliar a eficiéncia da fermentagao,
o controle de contaminacdo e a consisténcia na producdo da bebida. A contagem das bactérias
do 4cido acético ¢ de suma importancia devido as propriedades funcionais atribuidas a elas.
Essas bactérias tém sido associadas a diversos beneficios para a satde (MENG; ZHANG;
LU, 2017).

A contagem de leveduras resultou em <10 UFC/g para as amostras A, B e C. E
importante ressaltar que diferentes leveduras podem estar presentes no SCOBY,

contribuindo para o sabor, aroma e caracteristicas da kombucha. No entanto, ¢
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fundamental garantir que as leveduras presentes sejam seguras e ndo representem riscos a saude.
Para a contagem de mesd6filos aerdbios, obteve-se valores de 2,2 x 10°, 2,0 x 10°, 4,0 x 10°
para as amostras A, B e C, respectivamente. Esses microrganismos podem estar presentes
naturalmente e nem sempre sdo considerados patogénicos. No entanto, em geral, espera-se que
a contagem de meso6filos aerdbios seja mantida em niveis baixos para garantir a qualidade e a
seguranc¢a dos alimentos. Em pesquisas realizadas por Camara (2022), os resultados obtidos
para mesofilos aerobios se assemelham aos dessa pesquisa.

A presenga de E. coli em alimentos ou bebidas fermentadas, como a kombucha, pode
ser preocupante, pois, podem causar doengas gastrointestinais em seres humanos. Ayed; Abid
e Hamdi (2017), observaram nas kombuchas desenvolvidas com suco uma quantidade de 2,7
UFC/mL para E. coli, como também verificaram em suas kombuchas uma quantidade de 3,85
UFC/mL, resultados esses que se assemelham com os achados nessa pesquisa, estando todas as
amostras seguras para o consumo, do ponto de vista microbiologico.

Os padrdes microbioldgicos estabelecido pela Resolucdo 724/2022 de 1° de julho de
2022 estabelece que a presenca de contaminantes microbioldgicos ndo deve ser superior ao
estabelecido pela mesma (BRASIL, 2022), estando todas as amostras dentro dos padrdes
estabelecidos.

A Instrugdo Normativa n° 161/2022, determina alguns padrdes microbiologicos para
varios grupos de alimentos, visando a Escherichia coli um valor de até 10 UFC/mL, os
demais grupos de microrganismos foi realizada com o intuito de fornecer mais informagdes
sobre a microbiologia dos pds. Atualmente ndo existe nenhuma resolucdo vigente que

determine como devem ser os padrdes microbiologicos para kombucha (BRASIL, 2001).

8.5 Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Nativo do sudoeste da Asia, o peixe da espécie D. rerio, conhecido popularmente por
zebrafish, possui alta similaridade fisiolégica com os 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, neurobiologicos e
toxicoldgicos, pois apresenta baixo custo, adaptabilidade diversa, ciclo de reprodugdo curto,
alta fecundidade e embrides transparentes (BICHARA et al., 2014; RESENDE; SOCCOL,
2015). Seu pequeno tamanho na fase adulta requer diminui¢ao da quantidade das substancias

a serem testadas e dosadas, bem como as quantidades de reagentes e materiais utilizados no
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tratamento e manuten¢do dos animais (HILL et al., 2005).

Assim, o zebrafish compreende um excelente modelo para a avaliacdo da toxicidade
de compostos ¢ a biosseguranga 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 sao facilmente apresentados via oral através da adicdo a 4gua 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 (LIUet al., 2013).

Um dos parametros utilizados para estudos comportamentais em animais adultos ¢ a
andlise da atividade locomotora por exploragio de um campo aberto (MAGALHAES et al.
2017).

A andlise da atividade locomotora em zebrafish adulto ¢ um método comumente
utilizado na pesquisa cientifica para avaliar os efeitos de substancias no sistema nervoso central
e no comportamento animal (TAYLOR et al. 2017). Essa abordagem pode ser aplicada para
examinar os possiveis efeitos de drogas, incluindo compostos presentes em produtos
alimenticios, como o consumo de kombucha.

Essa andlise pode ajudar a identificar se a ingestdao do produto pode estar associada a
algum comprometimento locomotor ou alteragdo comportamental nos organismos estudados.
Essas informagdes sdo relevantes para avaliar a seguranga e os possiveis efeitos adversos do
consumo do produto em questao.

As alteracdes no comportamento desses animais iniciam com o aumento ou reducao da
natagdo e sdo parametros que indicam o estado geral interno do animal (LITTLE; FAIRCHILD;
DELONAY, 1993; SANTOS et al.,2016). Nas Figuras 4, 5 e 6 ¢ possivel observar os resultados

para o teste de campo aberto dos pos de SCOBY's de acerola, maracuja e ché verde.
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Figura 5 - Efeito da amostra A (p6 de SCOBY de acerola); efeito da amostra B (p6 de
SCOBY de maracuja) e efeito da amostra C (p6 de SCOBY de cha verde) sob a atividade
locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto.
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Fonte: dados obtidos da pesquisa, 2023. Legenda - cruzamento de linhas referente a amostra A, B ¢ C nas
concentragdes 1000, 500 e 100 ppm. Naive animais nao tratados. v.o. — administra¢do via oral. Veiculo — adgua

destilada estéril (20 pL; v.0.). Os valores representam a média = desvio padrido da média para 6 animais/grupo.
ANOVA seguida de Tukey.

Os graficos obtidos mostram que a administragdo dos pds por via oral nos animais nao
ocasionou um comprometimento motor dos mesmos. Isso sugere que, nas condigdes
experimentais utilizadas, a ingestao dos p6s de SCOBYs de kombucha ndo afetou a atividade
locomotora dos animais. Embora tenha sofrido uma redu¢cdo no nimero de cruzamentos de
linhas na placa de petri pelos animais tratados com os pds de SCOBY's em comparagdo com o
grupo controle e o grupo naive, ¢ relevante que essa reducdo ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Essa diferenca observada pode ser devida a variagdo aleatoria ou a utros fatores

nao relacionados diretamente a administragao dos pos de SCOBY's de kombucha.

8.6 Teste de Toxicidade aguda por 96 h dos pdés de SCOBY's kombucha

A toxicologia € responsavel pelo estudo da interagdo do organismo vivo quando entra
em contato com as substancias quimicas, podendo ter efeitos toxicos leves ou permanentes
(BRAUNBECK et al., 2015).

Na Tabela 10 € possivel observar para os pé6s de SCOBY de acerola, p6 de SCOBY
de maracuja e p6 de SCOBY de ché verde do estudo ndo foi registrado nenhuma mortalidad
durante o periodo andlisado, ja a amostra C, que ¢ a amostra de SCOBY de cha-verde,
apresentou uma porcentagemde 33,3% de morte dentro do grupo (mortalidade de 2 peixes).
Diante disso, os pos desenvolvidos com substratos alternativos (acerola e maracujd)

mostram-se seguras para o consumo humano, ndo apresentando toxicidade capaz de
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comprometer a saude humana.

Tabela 10 - Mortalidade por dose analisa para o teste de toxicidade aguda das amostras A, B
e C dos p6s de SCOBY frente ao organisno modelo zebrafish.

Mortalidade do Zebrafish adulto

Amostras CL 50 (mg/mL) / IV
CN A B C
P6 de SCOBY de acerola 0 0 0 0 >1
P6 de SCOBY de maracuja 0 0 0 0 >1
P6 de SCOBY de cha verde 0 0 0 2 >1

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. CN: Grupo controle negativo - agua destilada estéril; Amostra A: P6 de SCOBY
de kombucha de acerola; Amostra B: P6 de SCOBY de kombucha de maracuja; Amostra C: P6 de SCOBY de
kombucha de cha-verde. Cl1: concentragdo 1 (100% de kombucha; 20 pL; v.0.); C2: concentragdo 2 (75% de
kombucha; 20 pL; v.0.); C3 — concentragdo 3 (25% de kombucha; 20 pL; v.0.); CLso: concentragao letal para matar
50% dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianca.

A partir dos resultados obtidos, as concentracdes testadas para as trés amostras sao
seguras, com valores de CL 50 (concentracdo letal para 50% dos organismos) acima de 1
mg/mL, isso indica que as amostras ndo causaram mortalidade significativa nos organismos
testados durante o periodo de 96 horas.

Uma CL50 acima de 1 mg/mL sugere que as concentragdes ndo sdo letais para pelo
menos metade dos organismos expostos. Isso € um indicativo positivo de seguranca em relacao

aos efeitos agudos das amostras nos organismos analisados.

8.7 Anélise por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A anélise por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR - Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) ¢ uma técnica que ajudar a determinar a qualidade e a purezado p6 de
SCOBY, bem como fornecer informagdes sobre a presenca de compostos presentes em sua
matriz, conforme ilustra a Figura 6. Além disso, uma andlise FTIR também pode ser utilizada
para comparar diferentes Sample de pdés de SCOBY de kombucha, avaliar a estabilidade

quimica do produto e auxiliar no controle de qualidade durante o processo de producao.
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Figura 6 - FTIR no p6 de SCOBY de acerola, maracuja e cha verde.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Wavenumber (cm’)

A analise de FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier)

pode revelar informagdes sobre os compostos funcionais presentes no pé de SCOBY de

kombucha de acerola, maracuja e cha verde em uma ampla faixa de comprimentos de onda.

Aqui estdo alguns dos compostos funcionais comuns e suas respectivas regides de absor¢ao
no espectro de infravermelho (Quadro 1):

Quadro 1 - Apresentagao dos compostos funcionais identificados na analise de FTIR.

Caracterizacio das amostras de pos dos SCOBY's
Amostra | Compostos funcionais Comprimento de ondas Regido de ligacao
Carboidratos 1000-1200 cm™ e 3000-3600 cm™! C-0O-C e O-H
A Proteinas 1650-1700 cm™ € 3100-3500 cm™ | C=O e N-H e O-H
Lipidios 2800-3000 cm™ e 1700-1750 cm’! C-He C=0
Polifenois 1600-1700 cm™' e 3200-3600 cm! C=CeO-H
B Carboidratos 1000-1200 cm™" e 3000-3600 cm! C-O-C e O-H
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Proteinas 1650-1700 cm™ € 3100-3500 cm™ | C=0 e N-H e O-H
Lipidios 2800-3000 cm™ e 1700-1750 cm™ C-He C=0
Polifenois 1600-1700 cm™ e 3200-3600 cm’! C=Ce O-H
Carboidratos 1000-1200 cm™! e 3000-3600 cm’! C-0-Ce O-H
C Proteinas 1650-1700 cm™ € 3100-3500 cm™! | C=0 e N-H e O-H
Lipidios 2800-3000 cm™ e 1700-1750 cm™ C-He C=0
Catequinas 1600-1700 cm™ e 3100-3500 cm! C=Ce O-H

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Os carboidratos, como a celulose e outros polissacarideos, apresentam bandas
caracteristicas em torno de 1000-1200 cm™ (regido das ligagdes C-O-C) e 3000-3600 cm'!
(regido das ligagdes O-H). As proteinas presentes no SCOBY podem exibir bandas
caracteristicas em torno de 1650-1700 cm! (regido das ligagdes peptidicas C=0) e 3100-3500
cm’! (regido das vibragdes N-H e O-H). Os lipidios podem apresentar bandas em diferentes
regides, dependendo de sua composicao especifica. Geralmente, podem ser observadas bandas
de absor¢io em torno de 2800-3000 cm! (regidio das ligagdes C-H) e 1700-1750 cm™ (regido
das ligagdes C=0 dos acidos graxos). Os polifendis, como os acidos fenolicos e flavonoides,
podem exibir bandas caracteristicas em torno de 1600-1700 cm™ (regido das ligagdes C=C
aromaticas) e 3200-3600cm! (regido das vibragdes O-H).

E importante ressaltar que os comprimentos de onda exatos das bandas podem variar
dependendo da composi¢do especifica do SCOBY e de outros fatores experimentais tanto
para as amostras A, B e C. No caso especifico do p6 de SCOBY de maracuja e cha verde
(amostra B e C), a presenca de compostos funcionais pode variar dependendo da composi¢ao
quimica unica do maracuja e das interagdes com o SCOBY.

Essas sdo apenas algumas diferencas gerais nos compostos funcionais encontradosnos
diferentes pés de SCOBY. E importante notar que a composi¢do especifica pode variar
dependendo do método de preparagdo, variedade da fruta ou cha utilizado e outros fatores.
Uma analise de FTIR detalhada para cada amostra de p6 de SCOBY de kombucha seria

necessaria para uma identificacao precisa dos compostos e suas diferengas especificas.

8.8 Analise Termogravimétrica (TGA)

Essa técnica ¢ frequentemente aplicada na caracterizacdo de diversos materiais,
incluindo materiais alimenticios como nos pos de SCOBY de kombucha.
Na analise termogravimétrica do p6 de SCOBY de kombucha, a amostra ¢ aquecida

gradualmente em uma atmosfera controlada, enquanto a variagdo de massa ¢ monitorada em
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funcdo da temperatura. Isso permite determinar a quantidade de massa perdida pela amostra em

diferentes faixas de temperatura.

A analise de TGA fornecer informagdes sobre a estabilidade térmica da amostra,

identificando as temperaturas de dissolugao de componentes especificos da matriz e avalia a

perda de compostos volateis,conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Analise termogravimétrica nos p6é de SCOBY’s de acerola, maracuja e cha verde.

\
we] s N g M

e (4 \ M

~ 2

/
.

Deriv. Weight (%/°C)
Weigt

Deriv. Weight (%/°C)

Temperature (‘) Unverss VA 54 TA bstumarts

T 00
400 600 800 1000

Temperature (°C) Urbarsal Vi SA TA insruments

\\ \l\ A

N

Weight (%)

L i -

Deriv. Weight (%/°C)

201 T T T
0 200 400 600 800
Temperature (°C)

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. Amosta A (p6 de SCOBY de acerola). Amostra B (p6 de SCOBY de
maracuja). Amostra C (p6 de SCOBY de cha verde). A linha azul no grafico representa a variagdo da massa da
amostra ao longo do tempo em fun¢@o do tempo de da temperatura representados nos eixos X ¢ Y. A linha verde
representa a variacdo das mudangas das reagdes quimicas que ocorrem durante o experimento.

Com base nas informacdes fornecidas na Figura 7, € observado picos iniciais nas

temperaturas de 204,99 e 228,30° C na amostra A, para a amostra B € observado picos iniciais

nas temperaturas de 201,04 e 229,69° C, e para a amostra C, observa-se picos iniciais nas

temperaturas de 189,47 e 320,53° C, esses picos mostram como a massa incial de cada
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amostra diminui a medida que a temperatura vai aumentando.

De acordo com Wang et al. (2014) a interacdo repulsiva entre os grupos de sulfato
adicionados leva a uma conformagdo estendida e rigida. sugere a presenga de componentes
volateis ou de baixa estabilidade térmica dos pos de SCOBY. Esses componentes podem
incluir compostos organicos de baixo peso molecular, como agua, solventes residuais, gases
ou outros materiais volateis.

A reducao do pico em temperaturas mais elevadas indica a decomposicao ou
volatilizagdo de componentes mais estaveis termicamente. Isso pode estar relacionado a
decomposi¢do de compostos organicos mais complexos, como polissacarideos, proteinas,
lipidios ou outros constituintes de SCOBY.

Essas informagdes indicam que os pds de SCOBYs passam por diferentes etapasde
decomposic¢ao térmica a medida que a temperatura aumenta.

Ao analisar o perfil termogravimétrico dos pés de SCOBY's de acerola, maracuja echa
verde, ¢ possivel identificar diferentes estagios de perda de massa. As diferengas nas faixas de
temperaturas dos picos iniciais sugerem que os SCOBYs de cada substrato podem conter
diferentes compostos volateis ou terdiferentes teores desses compostos.

Existem diferengas nas caracteristcas térmicas entre os SCOBY's de acerola, maracuja
e cha verde com base nos picos iniciais observados nas temperaturas de decomposi¢dao

térmica.

9 PROCESSAMENTO DOS SMOOTHIES

A elaboragdo das formulagdes da bebida smoothie seguiu os requisitos basicos das Boas
Praticas de Fabricacdo, obtendo-se, no final do processo, uma bebida sem adi¢cdo de p6 de
SCOBY (F0) e com adi¢ao de SCOBY de kombucha de acerola (F1), maracuja (F2) e cha verde

(F3), conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Processamento das bebidas com a aplicagdo dos pds desenvolvidos.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023. (A) Formula¢cdes homogeneizadas (FO, F1, F2 e F3); (B) Formulacgdes
homogeneizadas.

10 ANALISES FiSICO-QUIMICAS, CENTESIMAL, VITAMINA C E
MICROBIOLOGICAS DAS FORMULACOES DOS SMOOTHIES.

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados das analises fisico-quimicas, centesimal e
Vitamina C das formula¢des dos smoothies.

Tabela 11 - Andlises fisico-quimicas, centesimal e Vitamina C das bebidas tipo smoothie com
e sem adicao de p6 de SCOBY.

Formulag¢oes das bebidas tipo smoothies (100 mL)
Fisico-quimicas

F0 F1 F2 F3
pH 4,5 +0,60* 4,2+0,12% 4,2 +0,250° 4,3+ 0,27%
Acidez titulavel
2,98 £0,02° 3,9+0,10* 4,5+0,040® 510+ 1,010*
(g/100 g)
Soélidos Soluveis
26,7+0,12¢  17,00+£0,23> 18,00+ 0,03 16,00+ 0,19°
(°Brix)
Atividade de Agua
0,98 £0,001* 0,98 +0,00* 0,98 +£0,001* 0,98 £ 0,002?
(Aw)
Vitamina C (mg/100
) 51,16+ 0,23% 27507+0,11° 145,63 £0,04° 74,00 £ 0,01
g
Composiciao Formulagdes das bebidas tipo smoothies (100 mL)
Centesimal F0 F1 F2 F3

Umidade (%) 11,11 +£024* 6,41 +0,16°  7,35+0,02° 7,89 +0,32%

Proteinas 2,31+ 0,43¢% 4,90 +0,35° 3,57+£0,13° 2,64 +0,33¢

Cinzas (%) 0,72 £ 0,55% 3,01 £0,23° 1,78 £ 0,02° 2,61 £0,65%

Lipideos 0,25 £ 0,28 0,58 £0,06* 0,44 £ 0,222 0,35 +£0,14%

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. As Formulagoes (FO, F1, F2 e F3) seguem a descri¢io conforme mencionadas na Tabela
3. Médias seguidas por letra maitscula na coluna e por letra mintiscula na linha ndodiferem entre si (p>0,05) pelo
teste de Tukey.

Valores de pH referem-se um parametro de seguranca aplicavel a produtos
alimenticios. Nas pesquisas de Nunes (2016), avaliando a qualidade de 16 smoothies
comercias, o autor encontrou em sua pesquisa valores de pH entre 3,8 e 3,7, abaixo dos
achados nessa pesquisa. Em estudos realizados por Silva (2017), foram encontrados valores

de pH que se assemelham aos da pesquisa, entre 4,99 e 3,77 para smoothies com diferentes
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concentragdes de polpas de maracuja e goiaba. A combinagdo de fermentacao, composi¢ao do
SCOBY, tempo e ingredientes adicionais pode contribuir paraas diferencas observadas nos
valores de pH dos dois grupos de smoothies, o adicionado com p6 de SCOBY de kombucha e
o smoothie sem adi¢ao de pos, esses valores pode ter alterado devido a matriz dos smoothies
conter ainda leite (pH variando de 6,7-6,9), podendo ter colaborado com o pH alcangado nas
amostras.

Os diferentesteores de acidez nas formulagdes da bebida tipo smoothie, pode ter
ocorrido devido a degradacdo das enzimas presentes na mesma, levando ao aumento no seu
teor, em alguns casos, favoravel, como na inibi¢do da agdo de certos microrganismos
patogénicos, como também se deve a presenca das bactérias acido-lacticas e leveduras presentes
que convertem os agUcares presentes na bebida em acido lactico e outros acidos organicos, a
adi¢do de p6 de SCOBY de kombucha nos smoothies pode intensificar e aumentas os teores de
acidez. Gallina et al. (2019), analisando 36 amostras de smoothies elaborados com diferentes
polpasde frutas, encontrou valores de acidez que variaram de 0,494 a 1,60g de 4cido latico por
100 gde amostra, valores esses inferiores aos encontrados na pesquisa.

Uma diferenca também foi observada no teor de solidos soluveis da bebida
desenvolvida sem adicdo de p6 de SCOBY que foi de 26,7 (°Brix), enquanto que para as
formulacdes adicionadas de p6 de SCOBY de kombucha apresentaram valores de 16 a 18
(°Brix), provavelmente devidoa propria composi¢ao, uma vez que a bebida adicionada de p6 de
SCOBY de kombucha. As bebidas desenvolvidas sem adi¢do de p6 de SCOBY dekombucha
tem formulagdes diferentes que podem afetar o teor de sélidos, dependendo dos ingredientes
utilizados, como por exemplo a adicao de mais frutas e aglicares, isso pode aumentar o teor de
solidos na bebida final.

Na pesquisa realizada por Gallina et al. (2019), os valores de solidos soluveis
encontrados nas amostras de smoothies de acerola, maracuja, morango e manga variaram de
12,1 a 18,7 (°Brix), valores esses semelhantes aos encontrados neste trabalho.

De acordo com a Tabela 11, pode-se observar que os valores de Aw para todas as
formulagdes foram de 0,98 ndo diferindo estatisticamente entre si. Silva et al. (2011),
descreveram em suas pesquisas valores de Aw 0,60 nos smoothies estudados. Os valores de
Aw semelhantes entre as formulagdes confirmam a padronizagdo das mesmas quanto ao teor
de liquidos utilizados.

A Vitamina C apresentou maior teor nas formulagdes F1 e F2, diferindo
significativamente a nivel de (p<0,05) entre as demais formulagdes. Essa diferenca entre os

teores de vitamina C inclui os ingredientes com maior teor de vitamina C, como por exemplo o
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p6 de SCOBY de kombucha de acerola que apresentou teor de 1998,04 mg/100 g e o p6 de
SCOBY de maracuja que apresentou teor de 163,29 mg/100 g, portanto, a diferenca do teor de
vitamina C nas formulagdes analisadas pode sex explicada por uma combinacdo de fatores,
incluindo a composi¢do dos ingredientes, as concentragdes, os processos de produgdo e as
interagdes entre os ingredientes, como também o tratamento térmico aplicado nas formulagdes
e, sendo um processo natural, ja que estudos atuais mostram que fatores, como luz, calor, tipo
de embalagem, tratamento térmico aplicado, dentre outros, afetam diretamente o teor de
vitamina C e que esse composto se degrada com facilidade, mesmo a bebida tipo smoothie
sendo mantida na mesma temperatura de refrigeracdo (CUNHA et al., 2014).

Quando observados os valores para Umidade, apenas a formulagdo FO apresentou um
valor maior para esse pardmetro que foi de 11,11%, quando comparado com as demais
formulagdes. O smoothies da formulacdo FO tem maior proporcao de ingredientes com alto
teor de dgua e menor teor de igredientes solidos, o que pode resultar em um maior teor de
umidade em sua composi¢do. Além disso, o p6 de SCOBY de kombucha adicionado aos
smoothies tem efeito absorvente ou desidratante devido a sua capacidade de retengdode agua, isso
pode reduzir o teor de umidade nas formulagdes de smoothies adicionados de p6 de SCOBY de
kombucha de acerola, maracuja e cha verde.

Quanto ao teor de Proteinas dos smoothies, observou-se uma diferenga significativa
(p<0,05) entre o smoothie sem adi¢do de p6 de SCOBY (2,31 £ 0,43) e os demais. O smoothie
adicionado de p6 de SCOBY de acerola apresentou valor de proteina de 4,90 + 0,35,
destacando-se das demais formulagdes elaboradas, seguido do smoothie adicionado de po de
SCOBY de maracuja e do smoothie adicionado de p6 de SCOBY de cha verde (Tabela 8).

Silva (2017), avaliou o teor de proteinas em quatro formulag¢des de smoothies elaborados
a base de leite delactosado, polpa de goiaba e maracuja e encontrou valores entre 1,94 a 2,72,
proximos aos encontrados para os smoothies sem adicdo de p6 de SCOBY e o smoothie
adicionado de p6 de SCOBY de cha verde, ja para os smoothies adicionado de p6 de SCOBY
de acerola e maracujd, os valores encontram-se inferiores ao da presente pesquisa. O p6 de
SCOBY de kombucha ¢ composto principalmente por uma matriz de celulose produzida pelas
bactérias e leveduras presentes no SCOBY, essa matriz contém proteinas que contribuem para
o aumento dos teores nas formulacoes dos smoothies, conforme observa-se nas Tabelas 8 e 11.

Quanto ao teor de Cinzas das bebidas tipo smoothie, houve diferenca significativa
(p<0,05) entre o smoothie sem adi¢do de p6 de SCOBY e os demais smoothies adicionados de
p6 de SCOBY. O p6 de SCOBY de acerola pode conter uma quantidade maior de minerais e

compostos inorganicos em comparagao com os poés de SCOBY de kombucha de maracuja e cha
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verde, assim, ao adicionar o p6 de SCOBY de acerola ao smoothie, ¢ possivel aumentar o teor
de cinzas (que ¢ indicativo do contetido de minerais) na bebida final.

O teor Lipidico nas formulagdes da bebida tipo smoothie ndo apresentou diferenga
significativa (p>0,05) entre as formulacdes (Tabela 11). Isso revela que a adigdo de po de
SCOBY ndo afetou esse componente, embora a maior parte do SCOBY seja composta por
celulose e outros carboidratos, também ¢ possivel encontrar lipideos em menor quantidade.
Oslipideos desempenham papéis importantes na estrutura celular e na fun¢ao metabolica dos
microrganismos presentes no SCOBY. No entanto, a quantidade de lipideos nos pos de
SCOBYs de kombucha de acerola, maracuja e cha verde geralmente sio minimos € 0s
resultados obtidos nesta pesquisa se assemelham aos encontrados na pesquisa-de Torres Rojas
(2016). Portanto essa caracteristica observada nos smoothies ¢ relevante e pode ser utilizada
como apelo nutricioanl, sendo ainda mais atrativo para pessoas com interesse de consumo de

alimentos mais saudaveis, com baixo conteudo lipidico e calorico.

11 ANALISE MICROBIOLOGICA

A elaboragao das formulagdes das bebidas tipo smoothie sem e com adigdo de p6 de

SCOBY seguiu os requisitos basicos das Boas Praticas de Fabricacao.

Tabela 12 - Andlises microbioldgicas das bebidas tipo smoothie sem e com adi¢ao de po de
SCOBY.

Analise microbioldgica

Formulagoes Coliformes Coliformes
Totais (NMP/g) Termotolerantes (NMP/g) Mesofilos (UFC/g)

FO <3 <3 2,2 x 10
F1 <3 <3 3,1 x 10?
F2 <3 <3 3,1 x 10?
F3 <3 <3 2,0 x 10?

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. NMP: nimero mais provavel; FO, F1, F2 e F3 sao observadas conforme a Tabela 3.

De acordo com a Tabela 12, observou-se que o processamento dos smoothies seguiu
as boas praticas de manipulagdo obtendo formulagdes microbiologicamente seguras, €
portanto, ndo sendo veiculo de microrganismos envolvidos em Doenca Transmitida por
Alimento (DTA).Yassin (2019), realizando analise microbioldgica em smoothies fermentados

com kombucha encontrou resultados similares ao desta pesquisa para coliformes totais,
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termotolerantes e bolores e leveduras.

As caracteristicas de pH e atividade de 4agua desfavoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos nas formulagdes de smoothie, além da qualidade da matéria-prima, cuidados
higiénicos no preparo e aplicacdo do tratamento térmico das mesmas pode estar relacionado

com a qualidade microbioldgica obtida.

12 ANALISE REOLOGICA

Os modelos reoldgicos obtidos a partir das medigdes experimentais sao uteis na
concepgdo de projetos de engenharia, juntamente com o impulso, energia e os balancos de
massas, indispensaveis no processo produtivo de alimentos. Efeitos do tratamento sobre as
propriedades reologicas devem ser conhecidos para o melhor controle de processos (SAHIN;
SUMNU, 2005). Uma compreensdo do comportamento de escoamento € necessaria para
determinar a viscosidade de um alimento.

Os resultados das andlises reoldgicas estdo expressos na Figura 9. Ao conduzir a
analise reologica, pode-se realizar testes de cisalhamento controlado para medir a viscosidade
do smoothie em diferentes taxas de cisalhamento. Normalmente, o re6metro aplicauma forga
de cisalhamento ao smoothie e mede a resposta do fluido, como a taxa de cisalhamento e a
tensdo de cisalhamento resultante.

Figura 9 - Reogramas do smoothie das formulacdes FO (controle), F1 (SCOBY de acerola),
F2 (SCOBY de maracuja) e F3 (SCOBY de cha verde). Viscosidade em funcdo da taxa de
cisalhamento.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

O smoothie com adicdo de p6 de SCOBY de acerola (Figura 9) foi o que apresentou
comportamento reoldgico mais semelhante ao controle (F0), seguido do smoothie adicionado
de SCOBY de cha verde. O smoothie adicionado de SCOBY de maracuja (F2) apresentou
comportamento reologico muito discrepante das demais formulagdes, sugerindo que essa
amostra possui maior viscosidade quando comparada as demais. Destaca-se que o residuo de
acerola pode conter substancias , como a pectina, que possam ter influenciado no resultado
obtido.

Existem diferentes tipos de comportamento nao newtoniano, como pseudoplastico,
dilatante, tixotropico, entre outros. A curva de fluxo para um fluido ndo newtoniano pode ter
uma forma linear descendente (pseudoplastico), uma forma linear ascendente (dilatante) ou
uma curva com uma forma conica, por exemplo. Os smoothies desenvolvidos nessa pesquisa

apresentaram comportamento pseudoplastico.

13 ATIVIDADE LOCOMOTORA (TESTE DE CAMPO ABERTO)

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

As alteracdes no comportamento desses animais iniciam com o aumento ou reducao da
natagdo e sdo parametros que indicam o estado geral interno do animal (LITTLE; FAIRCHILD;
DELONAY, 1993; SANTOS et al., 2016). Na Figura 10 ¢ possivel observar os resultados

para o teste de campo aberto dos smoothies codificados como FO, F1, F2 e F3.
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Figura 10 - Efeito das Formulagoes (FO;F1; F2 e F3) dos smoothies sob a atividade
locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto.
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Fonte: dados obtidos da pesquisa, 2023. Legenda - (Figura 10) - cruzamento de linhas referente a amostra de
smoothie sem adi¢do de p6 de SCOBY (F0); amostra de smoothie com adigdo de pé de SCOBY de acerola (F1);
amostra de smoothie com adi¢do de pé de SCOBY de maracuja (F2); amostra de smoothie com adi¢do de pd de
SCOBY de cha verde (F3) nas concentragdes de 100, 50 e 25%. Naive - animais ndo tratados. v.0. —
administracdo via oral. Veiculo — agua destilada estéril (20 pL; v.0.). Os valores representam a média = desvio
padrdo da média para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey.

Na figura 10 ¢ observado auséncia de comportamento téxico em resposta a exposicao
aos smoothies formulados o que torna um resultado altamente positivo. Isso sugere que as
formulagdes ndo causaram efeitos adversos imediatos ou 6bvios nos peixes durante o teste de
campo aberto.

O fato de os graficos apresentarem desvio padrdo aceitdvel € relevante porque indica a
consisténcia dos resultados obtidos nos diferentes grupos de peixes submetidos as
formulagdes FO, F1, F2 e F3. A baixa variacdo nos dados sugere que os efeitos observados

foram uniformes e previsiveis entre os grupos. Esses achados sdo encorajadores para a

producao e consumo desses smoothies na alimentacdo humana, ressaltando sua seguranga e
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qualidade.

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

dos pioneiros na area.

14 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA POR 96 H DOS SMOOTHIES

Na Tabela 13 ¢ possivel perceber que para todas as amostras do estudo ndo foi registrado
nenhuma mortalidade ap6s 96 horas, com valores CL50 > 0,25 mg / mL, para todas as
amostras testadas. Diante disso, as formulagdes mostram-se seguras para o consumo humano,

nao apresentando toxicidade capaz de comprometer a saude humana.

Tabela 13 - Mortalidade por dose analisada para o teste de toxicidade aguda das formulacdes
de smoothies.

Mortalidades do Zebrafish Adulto

Amostra CN Cl C2 C3 (mg%lf)o /IV
FO 0 0 0 0 > 0,25
F1 0 0 0 0 > 0,25
F2 0 0 0 0 > 0,25
F3 0 0 0 2 > 0,25

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. CN: Grupo controle negativo - agua destilada estéril; Amostra FO: Smoothie sem
adi¢do de p6 de kombucha; Amostra F1: Smoothie adicionado de p6 de SCOBY de acerola; Amostra F2: Smoothie
adicionado de p6 de SCOBY de maracuja; Amostra F3: Smoothie adicionado de p6 de SCOBY de cha verde. C1:
concentragdo 1 (100, 50 e 25% de Smoothie; 20 pL; v.0.); C2: concentragdo 2 (75% de kombucha; 20 pL; v.0.);
C3 — concentragdo 3 (25% de kombucha; 20 pL; v.0.); CLso: concentragio letal para matar 50% dos Zebrafish
adulto; IV — intervalo de confianga.

Nao foi encontrado na literatura nenhum tipo de estudo que utilizou essa metodologia
para avaliar a toxicidade em amostras de smoothies adicionados de p6 de SCOBY de acerola,

maracuja e cha verde, tornando-se pioneiro para este tipo de bebida.

15 CONSIDERACOES FINAIS

Os pbés de SCOBYs produzidos com subprodutos de acerola, maracuja e cha verde
apresentam caracteristicas fisico-quimicas adequadas, teores significativos de vitamina C,
composi¢do proximal relevante e sdo microbiologicamente seguros, se destacando o pd de

SCOBY de acerola. Esses resultados abrem possibilidades interessantes para a industria de
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alimentos, fornecendo opg¢des nutricionais e sustentaveis para os consumidores, bem como a
sua aplicacdo no desenvolvimento dos smoothies.

Os smoothies avaliados apresentaram condigdes microbioldgicas satisfatorias e suas
caracteristicas fisico-quimicas foram muito diferentes entre si comparando o smoothie sem
adi¢ao de p6 de SCOBY de kombucha como os smoothies adicionados de p6 de SCOBY de
acerola, maracuja e cha verde, agregando assim valores nutricionais aos smoothies adicionados
de p6 de SCOBY.

A analise de FTIR e TG em smoothies sem adicao de po6 de SCOBY de kombucha e
adicionados de p6 de SCOBY de kombucha de acerola, maracuja e cha verde, forneceu
informagdes valiosas sobre as mudangas quimicas causadas pela adicdo desse ingrediente,
permitindo uma melhor compreensao da composigao e qualidade dos smoothies.

O teste de atividade locomotora em zebrafish adulto realizado nas formula¢des nao
diminuiram sua atividade locomotora (mobilidade) do zebrafish (D. rerio) adulto em campo
aberto. visto que as formulagdes testadas foram comparadas entre si. Além disso, todas as
formulagdes demostraram ser seguras para o consumo humano, ndo apresentando toxicidade

capaz de comprometer a saide humana sendo consumidas puras ou diluidas até 25%.

16 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

\

Sugere-se que as bebidas sejam submetidas a andlise sensorial,por meio de testes
afetivos, a fim de verificar a sua aceitacao pelos consumidores. Além disso, estudos envolvendo
a determinagdo de compostos bioativos podem ser conduzidos com o intuito de verificar se as
bebidas possuem atividade bioldgica. Monitorar a vida Util das amostras de smoothies ao
longo do tempo, considerando critérios microbiologicos, fisico-quimicos e sensoriais pré-
estabelecidos, realizando uma analise estatistica para estimar a duragdo da vida 1util das
amostras e o impacto desses ingredientes na qualidade do produto final.

E importante ressaltar que uma interpretacio completa dos resultados das analises FTIR
e termogravimétrica requer conhecimento detalhado da composicao quimica e estrutura dos
SCOBYs de acerola, maracuja e cha verde, bem como a realizagao de andlises complementares,
como espectroscopia ou analise de produtos de degradacdo, para confirmar as suposicgoes feitas

com base nos dados das analises realizadas TGA.
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ANEXO A - CADASTRO NO CONSELHODE GESTAO DO PATRIMONIO
GENETICO

Grupos experimentais:

Grupo 1: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o 6leo de Annona squamosa (0,025 mg/ml.)

Grupo 2: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o dleo de Annona squamosa (0,075 mg/mL)

Grupo 3: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o 6leo de Annona squameosa (0,25 mg/mL)

Grupo 4: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o 6leo de Copaifera langsdorffii (0,025 mg/mL)
Grupo 5: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o éleo de Copaifera langsdorffii (0075 mg/mL.)
Grupo 6: Animais tratados previamente com nanoemulsao com o 6leo de Copaifera langsdorffii (0,25 mg/mL.)

Grupo 7: Animais tratados previamente com nanoemulsao com Curcuma longa (0,025 mg/mL)

Grupo 8: Animais tratados previamente com nanoemulsao com Curcuma longa (0,075 mg/mL)

Grupo 9: Animais tratados previamente com nanoemulsao com Curcuma longa (025 mg/mL)

Grupo 10: Animais tratados previamente com nanoemulsao com nanocdpsulas magnéticas de xiloglucana contendo
quercetina sulfatada e magnetita funcionalizada com poliacrilato de sédio (0,025 mg/mL.)

Grupo 11: Animais tratados previamente com nanocdpsulas magnéticas de xiloglucana contendo quercetina sulfatada e
magnetita funcionalizada com poliacrilato de sédio (0.075 mg/mL)

Grupo 12: Animais tratados previamente com nanocapsulas magnéticas de xiloglucana contendo quercetina sulfatada e
magnetita funcionalizada com poliacrilato de sodio (0,25 mg/mL)

Grupo 13: Animais tratados previamente com Nanocdpsula de Alginato e Goma Guar com Hesperidina (0,025 mg/mL)
Grupo 14: Animais tratados previamente com Nanocdpsula de Alginato ¢ Goma Guar com Hesperidina (0,075 mg/mL)
Grupo 15: Animais tratados previamente com Nanocapsula de Alginato ¢ Goma Guar com Hesperidina (0,25 mg/mL)
Grupo 16: Animais tratados previamente com Nanocipsula de Alginato reticulado e Goma Guar com Hesperidina
(0,025 mg/mL)

Grupo 17: Animais tratados previamente com Nanocdpsula de Alginato reticulado e Goma Guar com Hesperidina
(0,075 mg/mL)

Grupo 18: Animais tratados previamente com Nanocapsula de Alginato reticulado e Goma Guar com Hesperidina(0,25
mg/mL)

Grupo 19: Animais tratados previamente com Nanocdpsula com goma guar-folato e alginato com Hesperidina (0,025
mg/mL)

Grupo 20: Animais tratados previamente com Nanocapsula com goma guar-folato e alginato com Hesperidina (0,075
mg/mL)

Grupo 21: Animais tratados previamente com Nanocdpsula com goma guar-folato e alginato com Hesperidina (0,25
mg/mL)

Grupo 22: Animais tratados previamente com solucao de po de celulose bacteriana (0,025 mg/mL)

Grupo 23: Animais tratados previamente com solucao de po de celulose bacteriana (0,075 mg/mL})

Grupo 24: Animais tratados previamente com solucao de po de celulose bacteriana (0.25 mg/mL)

Grupo 25: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com extrato de castanha (0,025 mg/mL)

Grupo 26: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com extrato de castanha (0,075 mg/mL)

Grupo 27: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com extrato de castanha (0,25 mg/mL)

Grupo 28: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com leite (0,025 mg/mL)

Grupo 29: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com leite (0,075 mg/mL)

Grupo 30: Animais tratados previamente com Bebida Kefir elaborada com leite (0.25 mg/mL)

Grupo 31: Animais tratados previamente com Bebida kombucha (0,025 mg/mL)

Grupo 32: Animais tratados previamente com Bebida kombucha (0,075 mg/mL)

Grupo 33: Animais tratados previamente com Bebida kombucha (0.25 mg/mL)

Grupo 34: Animais tratados previamente com bebida kefir + kombucha (0,025 mg/mL)

Grupo 35: Animais tratados previamente com bebida kefir + kombucha (0,075 mg/mL)

Grupo 36: Animais tratados previamente com bebida kefir + kombucha (0,25 mg/mL)



ANEXO B — CERTIFICADO DO CEUAP-UFC

Uso excluivo da CEUAP-UFC
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puig
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