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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar duas bebidas fermentadas de origem vegetal sobre seu
potencial antioxidante, contetido mineral e efeito neuroprotetor. Foram elaboradas duas bebidas
vegetais onde a primeira foi formulada com extrato de castanha de caju (CA) e a segunda foi
adicionada uma combinacio de castanha de caju e coco (CACC) que foram fermentadas com
kombucha e saborizadas com maracujd (M). As bebidas foram submetidas a testes fisico-
quimicos, minerais, bioacessibilidade e testes in vivo utilizando o modelo animal Zebrafish
(Danio rerio). A atividade antioxidante foi analisada pelo método ABTS e os minerais por
absor¢do atomica e plasma. A digestdo gastrointestinal simulada (SGD) in vitro avaliou a
bioacessibilidade. Ensaios in vivo com Zebrafish investigaram toxicidade, atividade locomotora
e esquiva inibitéria com os componentes das bebidas. Os resultados mostraram que ambas as
bebidas apresentaram alta atividade antioxidante, com aumento significativo apés a SGD. A
andlise da bioacessibilidade mineral revelou diferencas significativas entre as bebidas. A bebida
CACC+M demonstrou maior bioacessibilidade de célcio (61,10%), enquanto a CA+M
apresentou maior bioacessibilidade de zinco (45,72%) e selénio (11,90%). Em relacdo a
composi¢do mineral total, a CA+M destacou-se nos teores de cdlcio e magnésio (1,4515 mg e
20,3913 mg, respectivamente), enquanto a CACC+M apresentou maiores concentragcdes de
ferro (2,179 mg) e zinco (1,904 mg). Ensaios in vivo com Zebrafish demonstraram seguranca
toxicoldgica e eficdcia neuroprotetora para o componente CA. Observou-se que o MK-801
inibiu o efeito preventivo de CA na memoria do modelo animal. O presente estudo demonstrou
o potencial da incorporacdo destas bebidas fermentadas a base de plantas na dieta para aumentar
a ingestdo de minerais essenciais e antioxidantes. As avaliacdes toxicoldgicas confirmaram a

seguranca de ambas as formulagdes para consumo humano.

Palavras-chave: bebida funcional; antioxidante; bioacessibilidade; efeito neuroprotetor.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate two fermented beverages plant-based about their antioxidant
potential, mineral content and neuroprotective effect. Two plant-based beverages were
produced, the first formulated with cashew nut extract (CA) and the second with a combination
of cashew nuts and coconut (CACC), which were fermented with kombucha and flavored with
passion fruit (M). The beverages were submitted to physicochemical, mineral, bioaccessibility
and in vivo tests using the Zebrafish (Danio rerio) animal model. Antioxidant activity was
analyzed by the ABTS method and minerals by atomic absorption and plasma. In vitro
simulated gastrointestinal digestion (SGD) evaluated bioaccessibility. In vivo tests with
zebrafish investigated toxicity, locomotor activity and inhibitory avoidance with the
components of the beverages. The results showed that both beverages had high antioxidant
activity, with a significant increase after SGD. Analysis of mineral bioaccessibility revealed
significant differences between the beverages. The CACC+M beverage showed the highest
bioaccessibility of calcium (61.10%), while CA+M showed the highest bioaccessibility of zinc
(45.72%) and selenium (11.90%). Regarding total mineral composition, CA+M stood out in
calcium and magnesium content (1.4515 mg and 20.3913 mg, respectively), while CACC+M
showed higher concentrations of iron (2.179 mg) and zinc (1.904 mg). In vivo tests with
zebrafish showed toxicological safety and neuroprotective efficacy for the CA component. It
was observed that MK-801 inhibited the preventive effect of CA on memory in the animal
model. The present study showed the potential of incorporating these fermented plant-based
beverages into the diet to increase the intake of essential minerals and antioxidants.

Toxicological evaluations confirmed the safety of both formulations for human consumption.

Keywords: functional beverage; antioxidant; bioaccessibility; neuroprotective effect.
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1 INTRODUCAO

A popularidade e a demanda por substitutos ao leite de vaca aumentaram em todo o
mundo nos ultimos anos (Penha et al., 2021). O aumento de individuos com intoleriancia a
lactose, alergia a proteina do leite de vaca, doengas cardiacas (causadas pelos niveis elevados
de colesterol), bem como dietas vegetarianas, veganas e flexitdrias contribuiram para o aumento
da demanda. Consequentemente as industrias de alimentos estdo investindo no
desenvolvimento de novos produtos nao lacteos (Silva et al.,2020).

Alguns tipos de substitutos do leite de vaca, como os extratos hidrossoluveis (EH), sdo
provenientes de leguminosas, sementes, oleaginosas, nozes, cereais ou pseudocereais, mas
muitos produtos carecem de qualidade nutricional (baixo teor proteico) € apresentam
deficiéncias nas propriedades sensoriais e tecnoldgicas. Com isso, faz-se necessario o
desenvolvimento de bebidas vegetais que tenham o valor nutricional agregado e que sejam
sensorialmente agraddveis (Vaikma et al., 2021).

As bebidas a base de plantas oferecem uma alternativa sustentdvel e nutritiva ao leite,
com potenciais beneficios para a saude provenientes de flavonoides, acidos fendlicos,
vitaminas, carotenoides, polifenois e fitoesterois e podem também ajudar a mitigar o impacto
de diversas doencas (Samtiya et al., 2021; Popova et al., 2023).

Uma tendéncia secunddria dos novos produtos vegetais € a aplicacdo de um processo de
fermentacao ao EH (Wang; Chelikani; Serventi, 2018). A fermentacdo é um processo antigo
que envolve crescimento microbiano controlado ou a¢des enzimdticas para trazer mudancas
desejdveis aos produtos alimenticios. A fermentagao do 4cido lactico € um dos processos mais
eficazes e utilizados para conservar os alimentos, aumentar a seguranca do alimento, o valor
nutritivo e os aspectos sensoriais (Ayub; Castro-Alba; Lazarte, 2021).

As bebidas fermentadas ndo lacteas podem transportar eficazmente probidticos,
prebidticos e compostos bioativos para o intestino, melhorando a satidde humana ao modular o
microbioma intestinal (Valero-Cases et al., 2020). Além disso, ja € estabelecido que uma dieta
baseada em vegetais rica em vitaminas, antioxidantes e fibras pode proteger contra o declinio
cognitivo e potencialmente ajudar a prevenir a deméncia (Ding et al., 2022).

Outro aspecto relacionado ao consumo de alimentos fermentados estd na saude
cognitiva. Os produtos alimentares fermentados apresentam potencial para melhorar a memoria
e a funcdo cognitiva, com potencial para comercializagdo como op¢oes terapéuticas alternativas
para a prevengdo e gestdo da doenca do Alzheimer (DA) (Kumar et al., 2022).

A DA ¢é reconhecida pela Organizacao Mundial da Satide (OMS) como uma prioridade

de sadde publica em todo o mundo. O progresso da medicina moderna aumentou a expectativa
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de vida em todo o mundo. No entanto, as doenc¢as neurodegenerativas também aumentam com
aidade. A DA € um distirbio progressivo que se manifesta por comprometimento da memdria,
cognicdo e fungdes comportamentais que, em ultima andlise, levam a alteracdes de humor e
deméncia (Morozova et al., 2022).

A compreensdo da relacdo entre a dieta e a saide cognitiva tem se destacado como uma
area de interesse crescente na comunidade cientifica. A busca por alimentos que possam
beneficiar ndo apenas o corpo, mas também a mente, tem conduzido a realizacdo de pesquisas,
incluindo a producdo de bebidas funcionais fermentadas. Entre essas bebidas, destacam-se
como potenciais fontes de compostos bioativos a castanha de caju (Anacardium occidentale L.)
e améndoa do coco (Cocos nucifera), que podem influenciar positivamente a funcio cognitiva.

Este estudo visa explorar o impacto das bebidas vegetais funcionais fermentadas,
elaboradas a partir de extratos vegetais de castanha de caju, coco ou da combinagdo destes
adicionados de maracujd, na funcdo cognitiva, utilizando testes in vivo com o modelo animal
Zebrafish (Danio rerio) para avaliar seus efeitos neuroprotetores. Além disso, essas bebidas
foram avaliadas quanto aos parametros fisico-quimicos, padrdoes microbioldgicos e

biodisponibilidade in vitro, relacionada a capacidade antioxidante e minerais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Elaborar por fermentacdo uma bebida nutritiva a base de extratos de castanha, coco e
maracuja e avaliar seus beneficios relacionados ao sistema cognitivo através do modelo

Zebrafish (Danio rerio).

2.2 Objetivos Especificos

1. Elaborar duas bebidas vegetais a base de extratos de castanha de caju e coco;

2. Avaliar o potencial nutricional das bebidas elaboradas através de suas propriedades fisicas-

quimicas e bioativas;

3. Avaliar através da andlise da digestdo in vitro a bioacessibilidade em relacdo aos minerais
(Ferro, Magnésio, Zinco, Manganés, Cobre, Calcio e Selénio) e capacidade antioxidantes

presentes na bebida;

4. Realizar teste in vivo com o modelo Zebrafish (Danio rerio) dos componentes da bebida em

relacdo a toxicidade e atividade locomotora;

5. Avaliar o potencial efeitos neuroprotetor dos componentes das bebidas através do teste da

esquiva inibitéria com o modelo Zebrafish (Danio rerio) que avalia o aprendizado e memoria.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentacao e Problemas Cognitivos

O aumento global da esperanca de vida resultou em um aumento sem precedentes na
prevaléncia de doencas cronicas associadas a idade. O processo de envelhecimento leva a
diversas alteragdes fisioldgicas subjacentes. No cérebro, o aumento da vulnerabilidade ao
estresse oxidativo, a inflamagao crénica e ao comprometimento vascular contribui para a perda
de neuronios e sinapses (Theodore et al., 2020). A neurodegeneracdo e a perda de volume
cerebral tém sido associadas a producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as
espécies reativas de nitrogénio (RNS). A reatividade dessas moléculas com proteinas, lipidios
e DNA cria um caos interno que culmina em apoptose e/ou necrose das células cerebrais,

levando a neuroinflamacdo (Begdache; Marhaba, 2023).

O processo de neurodegeneracdo baseia-se na disfung¢do continua das estruturas
nervosas e na perda neuronal, causando progressivamente um efeito prejudicial nas habilidades
cognitivas e motoras, como memoria, aprendizagem, tomada de decisdo, equilibrio,
movimento, fala, respiracdao e funcdo cardiaca. Entre as doencas relacionadas a idade, a
prevaléncia da neurodegeneracdo cronica tem crescido cada vez mais nas ultimas décadas,

sendo uma das preocupagdes de saude urgentes mais atuais na sociedade (Rojas-Garcia et al.,

2023).

As doengas neurodegenerativas mais comuns sdo a doenga de Alzheimer (DA) e a
doenca de Parkinson (DP). Na DA, a inibicdo da funcdo neuronal correta prejudica a
comunicagdo, o que finalmente leva a perda de memoria, declinio cognitivo e deméncia. Esta
condic¢do afeta cerca de 1 em 9 pessoas (10,7%) com 65 anos ou mais e cerca de 11 em 10.000
pessoas (0,11%) com menos de 65 anos nos EUA. Foi estimado que cerca de 58,66 milhdes de
pessoas sofreram de DA em 2020 em todo o mundo, um nimero que deverd triplicar até 2050

(Rojas-Garcfa et al., 2023).

H4 varios fatores de risco associados a doencas neurodegenerativas, como por exemplo
na doencga do Alzheimer, que sdo fatores genéticos, demogréficos, outras doengas associadas, e
no estilo de vida como o consumo de alcool, o habito de fumar, falta de atividade fisica,
desnutri¢do e uma dieta pobre (Armstrong, 2020).

Neste contexto, a dieta € considerada um importante fator modificavel no estilo de vida,

capaz de atenuar alteracdes cognitivas precoces. Uma revisdo abrangente de grandes estudos
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observacionais (>1000 participantes) e ensaios clinicos com acompanhamento de >6 meses
examinou o papel da dieta no declinio cognitivo associado a idade e revelou que, em geral, o
consumo de acidos graxos cadeia longa (»-3), vitaminas B (particularmente folato), vitamina
D e antioxidantes como os flavonoides estdo associados a taxas mais baixas de declinio

cognitivo (Scarmeas et al., 2018).

As substancias neuroativas sao definidas como agentes quimicos sintetizados por
neuronios que afetam as propriedades de outros neurénios e células musculares. Esses
compostos sao sintetizados ndo apenas por humanos, mas também por plantas e
microrganismos. Portanto, a presenca de compostos neuroativos nos alimentos € inevitavel

(Y1ilmaz et al., 2020).

Os compostos neuroativos sdo sintetizados por certas plantas e microrganismos através
da realizacdo de diferentes tarefas, especialmente como resposta ao estresse. Os compostos
neuroativos mais comuns nos alimentos sdo o dcido gama-aminobutirico (GABA), serotonina,
melatonina, quinurenina, dcido cinurénico, dopamina, noradrenalina, histamina, triptamina,
tiramina e PB-feniletilamina. Os alimentos fermentados contém alguns desses compostos, que
podem afetar a saiide e o humor humanos. Como certos alimentos, especialmente alimentos
fermentados, contém compostos neuroativos e seus precursores, como o triptofano, a dieta pode
desempenhar um papel importante no humor humano e no eixo intestino-cérebro. Portanto, é
necessario concentrar-se nos compostos neuroativos dos alimentos e nos seus potenciais efeitos

para a saude (Yilmaz et al., 2020).

As nozes (ou seja, nozes, incluindo améndoas, castanhas do Brasil, castanhas de caju,
avelds, macadamias, nozes, pinhdo, pistache e nozes; e amendoins) sdo parte integrante de
dietas baseadas em vegetais e t€m um perfil nutricional ideal, sendo particularmente abundante
em moléculas antiinflamatdrias e antioxidantes, como 4cidos graxos insaturados, minerais,
vitaminas e polifendis; além disso, seu consumo frequente estd associado a uma reducdo
consistente no risco de doencas cardiovasculares (DCV). Devido ao fato de que os fatores de
risco cardiovascular e as DCV tém ligacdes bem estabelecidas com a neurodegeneracdo e o
envelhecimento pouco saudavel, supde-se que o consumo de nozes, ja € bem conhecido por
beneficiar a fungdo vascular, também favorece a cognicao e a satde geral do cérebro (Nishi et

al., 2023).

Em estudo in vivo realizado por Akomolafe & Asowata-Ayodele (2022) avaliando o

impacto neuroprotetor da dieta enriquecida com castanha de caju torrada contra déficits
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cerebrais relacionados ao tratamento com cisplatina. Apresentou impacto inibitério nas
atividades de colinesterases (AChE e BChE), adenosina desaminase (ADA), enzima
monoaminérgica (MAQ) e arginase em ratos induzidos por cisplatina. Também melhorou o
equilibrio redox e apresentou protecdo contra danos oxidativos induzidos pela cisplatina no
cérebro dos ratos por um aumento nas atividades de superéxido dismutase (SOD), atividades
da catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx), niveis de
capacidade antioxidante total, tiol total (T-SH), tiol ndo proteico (NPSH) e 6xido nitrico (NO),
bem como uma queda consideravel nos niveis de ROS e acido tiobarbiturico. A dieta melhorada

com castanha de caju torrada também preveniu a degeneracio neuronal no cérebro de ratos.

As frutas e especialmente as bagas sdo de especial interesse para a neuroprote¢ao porque
contém uma grande variedade de antioxidantes, sdo palatdveis e habitualmente consumidas na

dieta (Tal et al., 2016).

O maracuja € rico em diferentes vitaminas e minerais (como vitamina C, A, B2 e B3,
acido folico, calcio, magnésio, fosforo, potassio, ferro e zinco), carboidratos e fibras
alimentares. Além disso, estudos anteriores mostraram que extratos de maracujd, suco e
compostos isolados tém diferentes efeitos na saude e atividades bioldgicas, incluindo atividades

antioxidantes, anti-hipertensivas, antitumorais, antidiabéticas e hipolipidémicas (Prasertsri et

al., 2024).

Estudos também vém sendo realizados para avaliar os efeitos do maracujd na funcao
cognitiva. Um ensaio clinico realizado com ratos com Alzheimer induzido por cloreto de
aluminio, avaliou os efeitos de trés extratos da fruta Passiflora Edulis da casca, fracdo
flavonoide e o suco na fungdo cognitiva. Este estudo resultou em uma diminuicao significativa
(P <0,05) nos niveis plasmaticos e teciduais de malondialdeido em compara¢@o com o controle
positivo (PC). Os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
ciclooxigenase-2 (COX-2) e amiloide B-42 (B-42) foram significativamente reduzidos,
enquanto as CAT, SOD, GPx e nivel de glutationa foram significativamente maiores nos grupos

de ratos com Alzheimer (PC) tratados do que nos nao tratados (P <0,05) (Doungue et al., 2018).

O coco também foi identificado como um potencial fortalecedor cognitivo. Os
derivados do coco, como no caso o 6leo de coco, pode reduzir a neurotoxicidade cerebral
induzida por arsénico e restaurar a histologia quase normal em ratos, fortalecendo a defesa
antioxidante e a funcdo colinérgica (Azubuike-Osu et al., 2021). Em outro estudo, o 6leo de

coco virgem apresenta propriedades neuroprotetoras contra a neuroinflamacdo induzida por
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lipopolissacarideos e comprometimento da memoria em ratos, com beneficios potenciais

através de vias inflamatdrias, colinérgicas e amiloidogénicas (Rahim et al., 2020).

3.2 Beneficios do processo fermentativo

Bebidas fermentadas sdao aquelas que foram submetidas a um processo de fermentagao
e existem basicamente quatro tipos principais desse processo: fermentacdo alcodlica, dcido
lactico, acido acético e fermentagdo alcalina (Kaur et al., 2019). Os principais microrganismos
envolvidos para produzir bebidas fermentadas lacteas e ndo lacteas sdo bactérias pertencentes

ao género Lactobacillus (De la Fuente et al., 2020).

Apesar da crescente demanda da variedade de bebidas fermentadas, as prateleiras do
mercado em sua maioria sdo ocupadas por fermentados de origem lactea. No entanto, na ultima
década testemunhou o advento de produtos fermentados ndo lacteos, porém que sofreram uma
baixa participagdo de mercado por muitos anos. Apesar disso, levando em consideragdo as
restricdes alimentares devido a intolerancia a lactose ou alergia a proteina do leite de vaca e a
crescente tendéncia vegana, os pesquisadores de alimentos estdo desenvolvendo produtos
alternativos que podem substituir os laticinios fermentados da dieta de certas populag¢des (Zhu
et al., 2020).

A fermentac¢do ndo requer equipamentos sofisticados para realizacdo do seu processo
ou o subsequente manuseio e armazenamento de produtos fermentados. A fermentagdo gera
mudancas que influenciam diretamente nas propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas e
sensoriais dos produtos finais fermentados (Xiang et al., 2019).

Os impactos da fermentagdo nos alimentos sdao especificos do microrganismo,
dependentes da matéria-prima, podem ser modificados posteriormente por condi¢des
ambientais externas e influenciados por outros processos associados 2 fermentacdo. E
importante notar que as propriedades fisicas, incluindo atributos reoldgicos dos alimentos
podem mudar apds a fermentacgdo, e essas mudangas, por sua vez, influenciam as propriedades
quimicas, bioldgicas e sensoriais dos alimentos fermentados finais (Xiang et al., 2019).

Durante a fermentacao, os componentes dos alimentos nas matérias-primas comestiveis
e as vezes ndo comestiveis sdo enzimaticamente e quimicamente quebrados. Como resultado, a
qualidade sensorial, valor nutricional e propriedades de promocdo da satide dos produtos

fermentados sdo melhorados de maneira segura e eficaz (Xiang et al., 2019).
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Em estudo realizado por Xia et al. (2019) com desenvolvimento de uma bebida
funcional através do extrato hidrossolivel de soja fermentado com kombucha, apresentou
reducdo do contetdo da rafinose e estaquiose, que sdo carboidratos indigeriveis, pela presenca
da enzima a-galactosidase produzida pelas bactérias encontradas na kombucha apds a

fermentagao.

A seguranca alimentar dos alimentos fermentados com probidticos é aumentada, devido
aos efeitos inibitérios sobre as bactérias patogénicas por conta das bacteriocinas
antimicrobianas produzidas por cepas probidticas como as espécies pertencentes ao género

Lactobacillus (Xia et al., 2019).

A fermentagdo promove a formacao de acido organico, e os dcidos organicos permitem
a producdo de ligantes soliveis com oligoelementos no sistema gastrointestinal. Assim, a
absor¢do de alguns minerais, especialmente zinco e ferro, ¢ melhorada. A enzima fitase,
encontrada no 4cido latico, bactérias e leveduras, € responsavel pela hidrélise do fitato, tornando

assim maior a sua digestibilidade (Aydar et al., 2020).

Durante a fermentacdo, hd um aumento acentuado do valor nutricional dos produtos
finais, em termos de aumento da bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos bioativos
(Annunziata et al., 2020). No extrato de soja por exemplo, culturas de bactérias lacticas, que
produzem a enzima B-glucosidase, sdo usadas para converter isoflavonas conjugadas em formas
de aglicona. Essas formas sdo mais facilmente absorvidas, apresentando, portanto, melhor

biodisponibilidade (Penha et al., 2020).

As bactérias lacticas também tém sido utilizadas na fermentacdo de extratos vegetais
para aumentar a capacidade antioxidante (Penha et al., 2020). Em estudo desenvolvido por
Wang et al. (2006) com extrato hidrossoluvel de soja fermentado com bactérias l4cticas e
bifidobactérias, apresentou atividade antioxidante significativamente maior utilizando as

bactérias simultaneamente do que o fermentadas individualmente.

3.3 Alimentos vegetais como fonte de probiéticos

Probiodticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Esses microrganismos
proporcionam varios efeitos benéficos, principalmente relacionados a saide gastrointestinal e
ao sistema imunoldgico, bem como diabetes, obesidade, hipercolesterolemia, cancer, entre

outros (Bellis; Sisto; Lavermicocca, 2021; Pimentel et al., 2021)
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A grande maioria dos probidticos sdo bactérias dcido lacticas como Lactobacillus e
Bifidobacterium e outros géneros como Enterococcus, Sacchamyces e Pediococcus (Behera;

Parda, 2020).

Atualmente os probidticos estao disponiveis no mercado em preparagdes a base de leite,
produtos fermentados ou em férmula desidratada (Bellis; Sisto; Lavermicocca, 2021). Os
probidticos tém sido usados predominantemente em laticinios, jd que conferem um meio de
cultura favordvel para a viabilidade probidtica (Lillo-Pérez et al., 2021). No entanto, pela
crescente quantidade de individuos intolerantes a lactose, alergia a proteina do leite e mudanca
no estilo de vida para o veganismo, hd uma demanda crescente por alternativas ndo-lcteas

(Rasika et al., 2021).

Existem vdrios tipos de alimentos probidticos ndo-lacteo disponiveis para o consumo.
Como exemplo podem ser citadas bebidas a base de extratos hidrossoliveis e frutas que sdo
fermentadas a partir de bactérias acido lacticas, assim como também temos o kefir e a
kombucha. Essa ultima € uma bebida fermentada a partir do chd e agucar por uma cultura
simbidticas de bactérias (Gluconacetobacter, Acetobacter e Lactobacillus) e leveduras
(Zygosaccharomyces), que dominam a fermentagdo (Behera; Panda, 2020; Rincon; Botelho;

Alencar, 2020).
3.3.1 Kombucha

Kombucha € uma bebida milenar de origem asidtica obtida pela infusdo ou extrato de
Camellia sinensis (chd preto ou verde) e agucares fermentado por um filme de celulose
polimérica denominado Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras (SCOBY), que confere as
caracteristicas da bebida (Coelho et al., 2020; Junior et al., 2021; Vargas; Fabricio; Ayub,
2021).

Tradicionalmente, a kombucha é feita em casa, baseado em um preparo muito simples,
porém atualmente também estd disponivel comercialmente. O tempo de fermentagdo costuma
durar de 7 a 14 dias e no final, o SCOBY é retirado da kombucha junto com um pequeno volume
da bebida pronta para ser usada como cultura inicial nas préximas fermentagdes. Possui um
agradavel sabor frutado, azedo, espumante devido a presenga de 4cidos organicos e o didxido
de carbono liberado durante a fermentacdo (Laavanya; Shivanand; Balasubramanian, 2021;

Vargas; Fabricio; Ayub, 2021).

A kombucha possui varios beneficios a saide, além dos seus efeitos probidticos. Esses



21

beneficios incluem efeitos antidiabéticos, anticancerigenos, tratamento para tlcera géstrica e
hipercolesterolemia, possui atividade anti-inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana, melhora
do sistema imunoldgico e fungdes gastrointestinais, prevengdo de doencgas neurodegenerativas,
reducdo da pressdo arterial (Laavanya; Shivanand; Balasubramanian, 2021; Silva et al., 2021;

Sharifudin et al., 2021).

Os beneficios atribuidos a essa bebida sao relacionados ao processo de fermentacao,
onde um complexo consércio microbiano produz metabdlitos, identificados principalmente
como 4cidos organicos (glucurdnico, acético), vitaminas (C, B 1, B 2, B 12 ), minerais e

enzimas (Silva et al., 2021).

O consorcio microbiano da kombucha compreende leveduras (Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora) e BAA (Bactéria Acido Acética) (Komagataeibacter,
Acetobacter, Gluconobacter) (Barbosa et al., 2021). Entretanto, estudos ja confirmam uma
quantidade significativa de BAL (Bactérias Acido Lactica) na bebida (Marsh et al., 2014; Coton
et al., 2017). Os Lactobacilos sdo mais abundantes na kombucha do que se pensava

anteriormente, principalmente nas fases posteriores da fermentagao (Vukic¢ et al., 2021).

Um grande numero de empresas de kombucha eram bem estabelecidas em todos os
Estados Unidos ao longo de algumas décadas, tornando fécil encontrar produtos comerciais de
kombuchd, até mesmo nas lojas de varejo locais. Com isso, o crescimento da inddstria da
kombuchd, em 2014 uma organizagao sem fins lucrativos
chamada Kombucha Brewers International (KBI) foi criada para ajudar com os regulamentos e
legislacdes relacionadas. A partir de novembro de 2019, existem 235 empresas em todo o
mundo que estdo inscritas como membros desta organizacdo. Membros da KBI compartilham
informacdes, como as melhores praticas para fabricantes de kombucha, como medir o dlcool,
Andlise de Perigos e Controles Preventivos Baseados em Riscos, que se faz necessdrio pois €
definida como uma bebida fermentada obtida por um processo especializado (Kim; Adhikari,

2020; Coelho et al., 2020).

3.4 Extrato hidrossolavel

Extrato hidrossolivel € um tipo de bebida vegetal que entre seus objetivos possui a
finalidade de substituir o leite e sao obtidos por meio do processo da extragao da matéria vegetal

de cereais, pseudocereais, oleaginosas e leguminosas. Ha varios tipos de matérias-primas
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utilizadas atualmente para elaboracdo dessas bebidas como a soja, améndoa, arroz, coco, aveia,
ervilha, etc. Os consumidores que buscam esse tipo de bebida vegetal sdo aqueles que
apresentam alguma restricao alimentar como alergia ao leite de vaca, intolerincia a lactose ou
dieta especifica, assim como os adeptos ao vegetarianismo, veganismo e flexitarismo (Patra et

al., 2021; Penha et al., 2021).

O extrato feito do coco € obtido do endosperma de cocos maduros, com ou sem adi¢ao
de dgua, e contém aproximadamente 54% de umidade, 35-37% de gordura e 9—11% de s6lidos
desengordurados e € estabilizada principalmente por proteinas e fosfolipidios do coco (Abadl
et al., 2022; Chen et al., 2024). E rico em muitas vitaminas e minerais, bem como amino4cidos
e lipidios essenciais. Um subproduto do coco, o 6leo de coco, consiste principalmente em dcidos
graxos saturados (> 90%), com a maioria de acidos graxos de cadeia média (45-55%),
tornando-o superior em sua composi¢do e metabolismo. O dleo de coco contém importantes
componentes bioativos, incluindo vitamina E e polifendis, que conferem funcdes fisiologicas

(Chen et al., 2024).

A castanha de caju apresenta altos niveis de proteina (23%) com todos os aminodcidos
essenciais para o ser humano, e lipidios (44%), sendo os dcidos graxos mono e poliinsaturados
os principais componentes. O extrato desta matéria prima se assemelha ao leite na aparéncia,
com bom composi¢do nutricional e pH em torno de 6,5 (Bruno et al., 2020). A composi¢ao
nutricional apresenta teores significativos de dcidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados
(PUFAs e MUFASs) bem como acido ascérbico, acidos fendlicos, carotendides, fitoesterdis,

flavonodides, acucares redutores, carboidratos, proteinas e minerais (Weis et al., 2024).

De modo geral as etapas que envolvem a elaboracao dos extratos a base de améndoa
(Prunus dulcis), caju (Anacardium occidentale), coco (Cocos nucifera), avela (Corylus),
amendoim (Arachis hypogaea), gergelim (Sesamum indicum), soja (Glycine max), noz de tigre
(Cyperus esculentus), aveia (Avena sativa ), arroz (Oryza sativa) e ou noz (Juglans), entre
outros, sdo: moagem Umida, filtracdo, adicao de ingredientes, esterilizacdo, homogeneizacao,

embalagem asséptica e armazenamento refrigerado (Aydar et al., 2020).

Os EH sao frequentemente vistos como produtos ecologicamente corretos, pois a sua
fabricacdo possibilita a reducdo de alguns impactos ambientais, incluindo menor emissao dos
gases de efeito estufa, a reducdo da carga hidrica e potencial de reducdo das mudancas
climéticas e da ecotoxicidade, além de exigir menos terras em comparacdo com a industria de

laticinios convencional (Aydar et al., 2020, Vaikma et al., 2021).
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A composicao nutricional dos EH sdo varidveis conforme os macros e micronutrientes
e os compostos bioativos. Quanto aos compostos bioativos, por exemplo, a bebida a base de
soja contém isoflavonas e fitoesterois; bebida a base de améndoa contém a-tocoferol e
arabinose; bebida a base de aveia contém B-glucana (Fructuoso et al., 2021). Em contrapartida,
algumas dessas bebidas (améndoa, arroz e aveia), contém quantidades minimas de proteinas,
célcio e ferro quando comparadas ao leite de vaca. Portanto, uma desvantagem comum da
maioria dessas bebidas de origem vegetal é o baixo teor proteico (Rincon; Botelho; Alencar,
2020) Isso ¢ um fator preocupante ja que as bebidas vegetais sdo popularmente chamadas “leites
vegetais” e os consumidores interpretarem como um substituto nutricionalmente adequado do

leite de vaca (Chalupa-Krebzdak et al., 2018).

A industria de alimentos vem desenvolvendo bebidas vegetais enriquecidas de
nutrientes que normalmente sdo encontrados no leite, como cdlcio, iodo, vitamina B12 e
riboflavina. Independentemente de sua defici€éncia nutricional em comparagdo com o leite, os
EH também contém outros compostos importantes para a saide nao
encontrados no leite, como fibras dietéticas, vitaminas, minerais e antioxidantes (Patra et al.,

2021).

Além da composicdo nutricional que os EH apresentam naturalmente, estes sio
considerados funcionais, pois podem oferecer atividade antioxidante, reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, cancer, aterosclerose e diabetes. Pistollato et al. (2018) observaram
em seus estudos que uma dieta rica em vegetais, incluindo soja e nozes, reduziram os riscos de

doencas cardiovasculares e doencgas neurodegenerativas, bem como a doenga de Alzheimer.

As nozes tém um perfil ideal de acidos graxos, com alta concentragdo de gorduras
monoinsaturadas e poliinsaturadas e baixa concentracdo de gorduras saturadas. Além disso,
algumas nozes sdo fontes alimentares ricas em 4cido o-linolénico, um 4cido graxo n-3 de
origem vegetal. Além disso, as nozes sao fontes alimentares substanciais de fibras, vitaminas
B, minerais e compostos antioxidantes (Theodore et al., 2020).

Desta forma os EH desenvolvidos por nozes, cereais e sementes oleaginosas t€ém
inimeros beneficios para a saide humana, devido ao seu conteudo rico em compostos bioativos,
macronutrientes, micronutrientes e fitoquimicos. Acidos graxos insaturados, fibras, propor¢do
de minerais bem balanceados, selénio, polifendis, tocoferdis e fitoesterdis sdo algumas
substancias que justificam a utilizacao destes EH para a manuten¢do de um organismo saudavel.

A quantidade total de fitosterol em nozes e em sementes variam de 15,9 mg/100 g para as
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castanhas a 255,2 mg/100 g para pistaches em peso seco (Wang et al., 2019).

Os beneficios associados a ingestio dos EH pela presenca dos dcidos graxos
insaturados e fitoesterdis sdo: redugdao do colesterol, preven¢do do cancer, modula¢do do
sistema imunoldgico, protecdo da pele contra o envelhecimento, além disso, podem reduzir o
risco de doencas cardiacas, derrame e ataques cardiacos. O alto teor de antioxidante, pode
possibilitar prevencao contra os canceres de ovario, mama, estdbmago, prostata e pulmao (Aydar
et al., 2020).

Achoribo (2017), afirma que o betasitosterol, encontrado em vegetais, frutas, nozes,
legumes, e consequentemente em EH utilizados como substitutos do leite animal, pode impedir
o crescimento de células de adenocarcinoma colorretal em humanos.

Os fitoesterdis participam da modulagdo do sistema imunolégico, por meio do
aumento da atividade de células que sdo projetadas para o reconhecimento, resposta e
lembrancga de antigenos. Além disso, os fitoesterdis também promovem a producdo de colageno
(Aydar et al., 2020).

Uma desvantagem dos EH além da quantidade limitada de proteina seria a reducao da
biodisponibilidade de alguns minerais como o cdlcio, ferro, magnésio e zinco. Isso ocorre pela
presenca dos fatores antinutricionais, como os fitatos, encontrados em sementes, cereais €
leguminosas. Esses formam complexos insoliiveis como resultado da reagdo com os cations dos
minerais, portanto, a absor¢ao desses minerais diminui (Aydar et al., 2020).

Os EH de nozes, cereais e sementes oleaginosas apresentam substancias bioativas que
possibilita auxilio no sistema inflamatério, suprimindo o estresse oxidativo, e
consequentemente, a reducdo de uma série de patologias importantes, bem como o risco de
doencas cardiovasculares, cancer, diabetes tipo 2 e hipertensdo (Zec; Glibetic, 2018; Aydar et
al., 2020).

As alternativas ao leite de vaca, os EH, apresentam algumas diferencgas consideraveis,
como a composi¢ao de macronutrientes. A quantidade de proteinas do leite vegetal geralmente
¢ inferior a do leite de vaca, no entanto as fibras e o teor de acidos graxos insaturados sdo
consideravelmente maiores, apresentando-se também livres de colesterol. As isoflavonas
também sdo encontradas nessas alternativas de leite a base de vegetal, em especial o leite de
soja, e tem potencial para reducdo do risco de canceres. No entanto, o leite de vaca ndo possui
isoflavonas, mas apresentam maior aceitabilidade do consumidor por apresentar sabor mais
agradavel, sendo associado a sua quantidade de lactose naturalmente existente (Aydar et al.,

2020).
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Na Tabela 1 encontram-se alguns exemplos de estudos de bebidas elaboradas a base

de extratos vegetais, seguidas de seus potenciais beneficios.

Tabela 1: Bebidas elaboradas a base de extratos vegetais e seus potenciais benéficos

Base do extrato | Potenciais beneficios Referéncias

vegetal

Castanha de caju Melhora da fun¢do cognitiva Bonetti; Brombo;
Reducao do colesterol Zuliani, 2017.
sanguineo

Vitaminas (folato, riboflavina
e tocoferdis)
Fitoesterois

Polifendis

B-Sitosterol (2,7 mg/100 mL) | Xie et al., 2023.
Campesterol (279 ng/100 mL)
Estigmasterol (15 pg/100 mL)

Atividade antioxidante Mendes et al., 2019.
Flavonoides (catequina,

epicatequina e

epigalocatequina)
Fibra (0,2g/100ml) Popova;  Mihaylova;
Proteina (0,5g/100ml) Lante, 2023.

Gordura (1,1g/100ml)
Vitamina D (0,75 pg)
Vitamina E (1,8mg)
Vitamina B2 (0,21mg)
Vitamina B12 (0,38 pg)
Cdlcio (120 mg)

Coco Fendlicos totais: Tulashie et al., 2022.
295,83mg GAE/L
Atividade antioxidante:

412,5mg de vitamina C EQ/L




Fibra (0,1g/100ml)
Proteina (0,1g/100ml)
Gordura (0,9g/100ml)
Vitamina D (0,75 ug)
Vitamina B12 (0,38 ug)
Cdlcio (120 mg)

Popova;

Lante, 2023.

Mihaylova;

Soja

Alto teor de acidos graxos
mono e poliinsaturados
Proteina de alta qualidade,
Fosfatidilcolina
Vitaminas B

Isoflavonas

De et al., 2022.

Minerais totais (0,4 a 0,5%)
Proteinas (3,5% a 4,0%)
Célcio (18,5 mg/100 mL)
Ferro ( 0,5 mg/100 mL)
Zinco (0,3 mg/100 mL)
Compostos fenodlicos totais (
0,09 GAE (g/kg amostra)
Atividade antioxidante total
(3,4 TEAC (mmol Trolox/kg

amostra)

Idowu-Adebayo, F. V.
Fogliano; A,

Linnemann. 2022.

Aveia

Reduz o risco de doenca
coronariana
Diminui a glicemia

Modula a microbiota intestinal

Tosh & Bordenave,
2020.

Fibra (0,5g/100ml)
Proteina (1,04g/100ml)
MUPFA (0,24g/100ml)
PUFA (0,28g/100ml)

Pérez-Rodriguez et al.,

2023.

Sementes

gergelim

de

Antioxidantes

Reducgdo do colesterol

Wei et al., 2022.

26


https://consensus.app/papers/sesame-sesamum-comprehensive-review-nutritional-value-wei/0fe60ff4c923562696e2277f5e899452/?extracted-answer=As+sementes+de+gergelim+possuem+antioxidantes%2C+redu%C3%A7%C3%A3o+do+colesterol%2C+regula%C3%A7%C3%A3o+de+lip%C3%ADdios+no+sangue%2C+prote%C3%A7%C3%A3o+do+f%C3%ADgado+e+dos+rins%2C+prote%C3%A7%C3%A3o+do+sistema+cardiovascular%2C+antiinflamat%C3%B3rio%2C+antitumoral+e+outros+benef%C3%ADcios+%C3%A0+sa%C3%BAde.&q=benef%C3%ADcios+do+leite+vegetal+de+semente+de+gergelim&lang=pt
https://consensus.app/papers/sesame-sesamum-comprehensive-review-nutritional-value-wei/0fe60ff4c923562696e2277f5e899452/?extracted-answer=As+sementes+de+gergelim+possuem+antioxidantes%2C+redu%C3%A7%C3%A3o+do+colesterol%2C+regula%C3%A7%C3%A3o+de+lip%C3%ADdios+no+sangue%2C+prote%C3%A7%C3%A3o+do+f%C3%ADgado+e+dos+rins%2C+prote%C3%A7%C3%A3o+do+sistema+cardiovascular%2C+antiinflamat%C3%B3rio%2C+antitumoral+e+outros+benef%C3%ADcios+%C3%A0+sa%C3%BAde.&q=benef%C3%ADcios+do+leite+vegetal+de+semente+de+gergelim&lang=pt

27

Protecdo do sistema
cardiovascular
Antiinflamatorio

Antitumoral

Compostos Fendlicos: 14,90 Quintero-Soto et al.,
mg GAE/100 mL de bebida 2022.

Flavonoides: 5,37 mg QE/100
mL de bebida

Fonte: Autora (2024).
3.5 Castanha de caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L) € uma arvore nativa do norte e nordeste do
Brasil. Segundo Lisboa et al. (2020) castanha € o verdadeiro fruto, formado pelo pericarpo e
pela semente ou améndoa, e o pedunculo € o pseudofruto. Os produtos podem ser obtidos tanto

da fragdo liquida do pedunculo como na fragao fibrosa (Gazzola et al., 2018)

A améndoa da castanha de caju apresenta uma vasta classificacio que € estabelecida em
func¢do dos seus requisitos de identidade e de qualidade sendo divididas em classes, subclasses
e tipos. Estas classificagdes estdo relacionadas ao seu tamanho, cor e se estdo inteiras ou nao

(Brasil, 2017).

Figura 1. Frutos do caju: castanha de caju (A) e pedinculo do caju (B).

-
Fonte: Sucupira et al., (2020).

A castanha de caju apresenta uma grande importancia socioecondmica e industrial, é
amplamente utilizada como aperitivos e lanches ou como ingredientes em diferentes produtos
alimenticios e sdo altamente valorizadas por suas caracteristicas sensoriais, nutricionais e de
saide que apresentam ricas fontes de fitoquimicos com atividades antioxidantes,
anticancerigenas, antimutagénicas. Esses fitoquimicos fornecem protecdo direta ou

indiretamente contra radicais livres prejudiciais e pode reduzir o risco de doencas cronicas nao
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transmissiveis (DCNT) associadas a estresse oxidativo (Muniz et al., 2013; Chang et al., 2016;
Mendes et al., 2019). A castanha representa 10% do peso total do caju, pode pesar em média
7g. A castanha € dividida em epicarpo, mesocarpo esponjoso, pelicula e a améndoa (Figura 1).
Esta tdltima € a parte comestivel da castanha, formada por dois cotilédones de cor marfim,
representa cerca de 28% a 30% do seu peso, porém no processo industrial o rendimento médio

€ de apenas 21% (Paiva; Garrutti; Neto, 2000; Gazzola et al., 2018).

Figura 2. Corte longitudinal das estruturas que compdem a castanha de caju

EPICARPO
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Fonte: Adaptado de Camara (2010)

De acordo com IBGE (2021), o maior produtor brasileiro de castanha de caju é o Ceara,
em segundo o Piaui e em terceiro o Rio Grande do Norte. A producdo do Ceara, de 68,6 mil
toneladas, representa 55,7% do total nacional; a do Piaui, de 25,2 mil toneladas, 20,4% e a do

Rio Grande do Norte, de 17,1 mil toneladas, 13,9%.

As castanhas apresentam uma mistura singular de compostos neuroprotetores. Sao
particularmente ricos em gorduras (principalmente MUFAs e PUFAs) e fibras soliveis,
proteinas vegetais de alta qualidade, vitaminas (folato, riboflavina e tocoferdis), fitoesterdis,
polifendis, minerais e oligoelementos. No grupo das nozes, a mais consumida sdo
respectivamente as castanhas de caju, macadamias, pistache, avelds, améndoas e nozes

(Bonetti; Brombo; Zuliani, 2017).

Numerosos estudos experimentais e epidemiolégicos correlacionaram o consumo de
nozes com melhor desempenho cognitivo. Atividades antioxidantes, anticolinesterdsicas,
procolinérgicas e redutoras de colesterol também foram sugeridos como possiveis mecanismos

de acdo (Bonetti; Brombo; Zuliani, 2017).

Estudos realizados em uma coorte de voluntirios espanhdis adultos e idosos
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sauddveis, avaliou a de ingestdo de nozes (30g / dia de nozes mistas) associado a uma dieta
Mediterranea, esse padrao alimentar mostrou fun¢do cognitiva melhorada em comparacao com
um grupo de controle alimentado apenas com uma dieta de baixo teor de gordura (Bonetti;

Brombo; Zuliani, 2017).

As castanhas sdo ricas fontes de antioxidantes, como os compostos fendlicos (taninos,
dcido eldgico, curcumina e flavondides - luteolina, quercetina, miricetina, kaempferol,
resveratrol) e isoflanovas (genisteina e daidzeina). A castanha de caju, por exemplo tem
quantidades significativas de alquil fendis (Carvalho et al., 2012; Bonetti; Brombo; Zuliani,

2017).

As isoflavonas (genisteina, daidzeina, glicitina) apresentam atividade benéfica
atribuivel ao agonismo estrogénico via receptores beta presentes no cérebro. Estudos apoiam o
suposto aumento da atividade colinérgica e possiveis efeitos neuroprotetores. (Bonett;

Brombo; Zuliani, 2017).
3.5.1 Composicao nutricional da castanha de caju

As castanhas de caju sdo ricas em lipidios (42,6%), proteinas (20,0%) e fibras (5,9%).
Apresenta 575 kcal de energia em 100 g sendo a fragdo lipidica constituida por acido oleico
(60,30%), acido linoléico (21,53%), acido palmitico (8,77 %) e 4cido estedrico (7,92%). Além
dos macronutrientes, podemos encontrar nas castanhas compostos fenélicos como flavonéides
(catequina, epicatequina e epigalocatequina) e dcidos fendlicos (4cido singico, dcido galico e

acido p-cumadrico) (Muniz et al., 2013; Mendes et al., 2019).

A castanha de caju é uma boa alternativa de fonte proteica vegetal na dieta. E fonte de
minerais como, ferro, fésforo, magnésio, cdlcio, potassio e selénio, e vitaminas E, K, B6 e C. E
fonte de aminodcidos essenciais, inclusive a arginina, que auxilia no controle da hipertensao.
Enquanto a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) de miligramas de
aminoécidos/ grama de proteina da histidina € 16mg, isoleucina de 31mg, leucina 61mg, lisina
de 48mg, metionina 24 mg, fenilalanina 41mg, treonina 25mg, triptofano 6,6mg e valina é
40mg, a quantidade encontrada na castanha do caju é de 28,4mg para histidina, isoleucina de
31,2mg, leucina 69,5mg, lisina de 49,6mg, metionina 30 mg, fenilalanina 72,1mg, treonina

37,1mg, triptofano 16,9mg e valina é 40,2mg (Freitas et al., 2012).
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Também foram identificados nas castanhas fitoesterdis, fibras e da por¢do lipidica a
gordura monoinsaturada, que auxiliam no aumento dos niveis séricos de HDL. Assim, a
castanha de caju € uma boa opcao para a complementacdo de macro e micronutrientes na dieta

(Sousa et al., 2021).

3.6 Coco

Cocos nucifera L, conhecido popularmente como coco, ¢ um importante membro da
familia dos Arecaceae (Palmae) e subfamilia Cocoideae e é origindrio do sudeste asidtico
(Maldsia, Indonésia e Filipinas) e das ilhas entre os oceanos Indico e Pacifico. E uma drvore
frutifera muito importante no mundo, proporcionando comida para milhdes de pessoas,
especialmente nas regides tropicais e regioes subtropicais (Debmandal; Mandal, 2011; Lima;
Vasconcelos, 2015). Os alimentos e produtos industriais derivados do coco desempenham um

papel importante no incentivo a economia de muitos paises em desenvolvimento

(Zhou;Yarra;Cao, 2020).

A maioria dos paises que fazem o cultivo utilizam os seus frutos com os objetivos de
explorar comercialmente a polpa seca do coco, chamada de copra para produgdo de 6leo e coco
seco desidratado. No Brasil, o coqueiro € cultivado com a finalidade de produzir frutos
destinados a agroindustria para producdo principal de coco ralado e leite coco, além da dgua de

coco (Ignacio; Miguel, 2021; Martins; Junior, 2014).

As partes estruturais do coco consistem basicamente em epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e endosperma. O endosperma é o componente mais valioso da fruta, é dividido na
forma liquida chamado de dgua de coco e o outro na forma sélida (Li et al., 2009; Gevésio,
2017; Manivannan et al., 2018). O endosperma liquido estd em alta demanda como um produto
com propriedades isotOnicas atribuidas devido ao seu teor de minerais, acucar € vitaminas. Ja o
endosperma so6lido, forma uma camada de revestimento branco no interior da casca (Figura 3)

(Ignacio; Miguel, 2021).
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Figura 3. Endosperma sélido do coco

Fonte: Adaptado de Miihlbauer; Miiller, 2020.

O carogo de coco (endosperma sélido) € a principal parte comestivel do coco e é
utilizado para a producio de 6leo refinado e nao refinado, leite de coco, farinha de coco e tiras.
Esses ingredientes sdo amplamente utilizados para fins alimenticios, principalmente na
producdo de produtos de panificagcdo e confeitaria (Kotecka-Majchrzak, 2020). O endosperma
s6lido é caracterizado por um conteddo significativo de carboidratos, principalmente sacarose,
gordura (incluindo principalmente dcidos graxos saturados), proteinas, fibras e minerais, bem
como polifendis e tocoferdis com propriedades antioxidantes. A proteina da farinha de coco
desengordurada consiste principalmente nas fragdes globulina e albumina, responsaveis por

40% e 21% da proteina total, respectivamente (Kotecka-Majchrzak, 2020).

Até o momento, nenhuma alergia alimentar as proteinas do coco foi confirmada, ao
passo que as propriedades bioativas dessas proteinas, principalmente a atividade antioxidante,
foram descritas. As fragdes globulina, glutelina e prolamina exibem boa atividade de eliminacdo
de radicais e capacidade quelante de fons e também protegem o DNA de danos oxidativos.
Virios peptideos potencialmente biologicamente ativos derivados de globulina e fragdes de

glutelina do coco foram identificados (Kotecka-Majchrzak, 2020).

Uma anélise realizada por Narayanankutty et al. (2021), revelou a presenca de acidos
fendlicos, como dcido pré-tocatecuico e dcido 4-hidroxibenzdico, dcido ferulico, bem como
flavondides incluindo catequina e quercetina em compostos do coco, também foi relatada a

presenca de epicatequina, rutina e miricetina.

Narayanankutty et al. (2021) indicou que em um estudo anterior, os compostos
fendlicos presentes no coco evitaram as modificacdes oxidativas na albumina sérica, exibindo

posteriormente potenciais antioxidantes. Além disso, a eficdcia de eliminacdo do radical de
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6xido nitrico in vitro e os potenciais inibidores da lipoxigenase indicaram a atividade

antiinflamatdéria dos polifendis isolados.

Ainda relatado nos estudos realizados por Narayanankutty et al. (2021), a utilizacdo
de produtos com coco, reduziram significativamente os niveis de peroxidacao lipidica celular.
Além da eficdcia citoprotetora e antioxidante, os polifendis testados apresentaram propriedades

antiinflamatdrias em macréfagos.

Além disso, os niveis de 6xido nitrico celular também sao reduzidos pelos polifendis.
Portanto, o estudo confirma o papel citoprotetor mediado por antioxidantes de compostos
polifendis derivados de produtos do coco, bem como endosperma sélido e liquido. Além disso,
as propriedades antiinflamatérias desses compostos também sdo evidentes a partir das

propriedades inibitdrias da produgdo de citocinas de macréfagos (Narayanankutty et al., 2021).

3.6.1 Composic¢ao nutricional do coco

Em relacdo a sua composi¢cdo nutricional, possui altas concentra¢des de gorduras,
antioxidantes e minerais como ferro, magnésio e zinco (Mesquita et al., 2020). O endosperma
s6lido de coco contém 55-65% de acido laurico (C12:0), o principal acido graxo. J4 o 6leo de
coco tem mais de 90% de 4cidos graxos saturados e € deficiente em &cidos graxos
monoinsaturados (6%) e 4cidos graxos poliinsaturados (1%), onde aproximadamente 52,68%
de 4cido laurico (C12: 0), 17,14% de acido miristico (C14: 0), 8,44% de 4cido palmitico (C16:
0), 6,85% de acido caprilico, 6,02% de acido oleico (C18: 1) e 1,29% de 4cido estedrico (C18:
0) (Gao et al., 2014; Zhou; Yarra; Cao, 2020).

3.7 Maracuja

O maracuja, que € uma combinacio de plantas do género Passiflora, € uma fruta tropical
bem conhecida pelo seu sabor e aroma. E amplamente plantado na América do Sul, América
Central, Sudeste Asidtico e China e as duas principais variedades sdo Maracuja amarelo
(Passiflora edulis f. Flavicarpa) e roxo (Passiflora edulis Sims). E composto por 40% de polpa
comestivel e 60% de casca, sendo esta ultima frequentemente descartada apds o processamento

(Lin et al., 2020; Li et al., 2021).



33

Figura 4. Frutos de maracuja de diferentes variedades

{A) (B)
Autor: Adaptado de Zhang et al. (2023).

Os principais compostos voldteis responsaveis pelo aroma sdo das classes dos ésteres,
terpenos e aldeidos. Os ésteres butanoato de etila e hexanoato de etila contribuem para o aroma
doce, frutado e floral caracteristico do maracuji. Os terpenos alfa-terpineol, beta-mirceno,
limoneno e gama-terpinoleno para o aroma floral e frutado do maracujé, e os aldeidos hexanal
e octanal para o aroma verde da fruta. Aldeidos e dlcoois (C 6) sdo os principais compostos

volateis em frutas maduras (Janzantti; Monteiro, 2014).

Além das propriedades aromaticas, o maracuja é popularmente conhecido pelos seus
efeitos nos distdrbios do sistema nervoso central (ansiolitico, sedativo e antidepressivo) e possui
propriedades anti-hipertensivas (Figueiredo et al., 2016; Oluoch; Nyaboga; Bargul, 2018). A
fruta possui também atividade antiinflamatdria e agdo antioxidante ocasionada pela presenca

dos compostos fendlicos da fruta (Zeraik et al., 2011).

Tal et al. (2016) em sua investigacdo sobre o potencial antioxidante, identificou trés
principais flavondides nos extratos aquosos, a vitexina, isovitexina e isoorientina, com
potencial aplicacdo e seus efeitos terapéuticos sobre o estresse oxidativo e a inflamagdo. Nos
estudos realizados, identificaram um composto previamente conhecido, luteolin-8-C-b-
digitoxopiranosideo, que apresentou efeitos neuroprotetores em ensaios de células de cultura.
Foi observado em culturas de células dermalfibroblasticas tratadas com extrato de semente de
maracujd o scirpusina B, que por sua vez mostrou maiores atividades vasorrelaxante e
antioxidante. Em mesmo estudo, relizaram extracdo utilizando uma solu¢do hidroalcodlica
(etanol 50%) como solvente e temperatura de 70° C, o contetddo fendlico apresentou correlagdes

altas e positivas com a atividade antioxidante dos extratos (Tal et al., 2016).

Outro estudo identificado no levantamento realizado por Tal et al. (2016), isolaram e

identificaram quatro novas 6-didesoxihexose-C-glicosilflavonas dos caules e da frag¢do leaves
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n-butandlica da Passiflora edulis, identificando outro componente, a luteolina, que aumentou o
crescimento de neurito induzido por Nerve growth factor (NGF), em células PCI12,

evidenciando assim um efeito neuroprotetor.

Nas doencas neurodegenerativas, a neurodegeneracdo é acelerada pela disfuncao
mitocondrial e estresse oxidativo e que sob condi¢des de estresse oxidativo elevado, espécies
oxigénio reativo (ROS) podem induzir disfuncio celular e até morte. O cérebro é geralmente
suscetivel a esse dano oxidativo devido a sua alta atividade metabdlica em um ambiente rico
em lipidios com niveis relativamente baixos de defesas antioxidantes endogenas. No entanto,
certas populacdes neuronais podem ser particularmente vulnerdveis devido a seus perfis

metabdlicos e neuroquimicos especificos (Ahmadi et al., 2021).

O excesso do neurotransmissor dopamina pode gerar ROS citotoxicos devido ao
metabolismo normal da dopamina pela monoamina oxidase (MAQO) ou por meio de
autoxidacdo. Este fenOmeno foi associado a vulnerabilidade de dopaminergicneuronios
relacionado a doencga de Parkinson. Sob tais condi¢des, o fornecimento de antioxidantes ao
sistema nervoso central aumentando a ingestdo de antioxidantes dietéticos pode ser benéfico (

Tal et al., 2016; Ahmadi et al., 2021)

As duas formas de maracujd t€ém importante interesse pois apresentam a polpa
comestivel de ambos os cultivares, também contém niveis relativamente elevados de éster tiol
volateis 3-mercaptohexil acetato, 3-mercaptohexil butanoato e 3-mercaptohexil hexanoato.
Esses tidis sdo antioxidantes potenciais, necrofagos de muitas espécies de ROS que podem
interagir com residuos de cisteina em proteinas para ajudar a manté-los no estado reduzido.
Além disso, os ésteres de etiol tém as caracteristicas ideais para cruzar a barreira
hematoencefdlica, pois t€ém baixo peso molecular, pequena area de superficie, € compostos
hidrofébicos com pouca capacidade de formar ligacdes de hidrogénio. Alguns estudos
levantados no trabalho, sugerem que além de ser uma fonte para extracao industrial de pectina,
os extratos de casca também apresentam beneficios antiinflamatérios e antioxidantes

significativos para a saude (Tal et al., 2016).

3.7.1 Composicao Nutricional do Maracuja

Quanto ao aspecto nutricional, o maracujd € rico em minerais e vitaminas, bem como

uma fonte de alcaloides, flavonoides, carotenoides (B-caroteno) e alta concentracio de fibras
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soliveis e insoldveis (encontradas na casca). Além das variacdes de composicdo devido aos
diferentes tipos do género da Passiflora, o valor nutricional dos frutos, seu contetido fendlico e
capacidade antioxidante podem variar de acordo com os cultivares e devido a maturacio e
fatores edafocliméticos (Figueiredo et al., 2016; Corréa et al., 2016; Oluoch; Nyaboga; Bargul,
2018; He et al., 2020).

O Maracuji amarelo (Passiflora edulis f. Flavicarpa), possui um equivalente de 97kcal,
2,20gramas (g) de proteinas, 0,70g de lipideos, 23,38g de carboidratos, fibras equivalente a
10,4g, 12 miligramas (mg) de célcio, 1,6mg de ferro, 29mg de magnésio, 38mg de fosforo,
348mg de potdssio, 28mg de sédio, 0,10mg de zinco, e cobre equivalente a 0,086mg. Enquanto
as vitaminas compostas no maracuja amarelo, apresenta 30mg de acido ascérbico, 0,130mg de
riboflavina, 1,4mg de niacina, 14 microgramas de folato, colina com 7,6 microgramas, 64

micrograma de vitamina A e beta caroteno com 743 microgramas (Corréa et al., 2016).

J4 o maracuja roxo (Passiflora edulis Sims) possui um equivalente de S1kcal, 0,39 g de
proteinas, 0,05¢g de lipideos, 13,60g de carboidratos, fibras equivalente a 0,2g, 4 mg de calcio,
0,24mg de ferro, 17mg de magnésio, 13mg de fésforo, 278mg de potdssio, 6mg de sddio,
0,05mg de zinco, e cobre equivalente a 0,053mg. Enquanto as vitaminas compostas no maracuja
roxo, apresenta 29,8mg de 4cido ascorbico, 0,131mg de riboflavina, 2,46mg de niacina, 7
microgramas de folato, colina com 4 microgramas, 36 micrograma de vitamina A e beta

caroteno com 419 microgramas (Corréa et al., 2016).

3.8 Avaliacao da aprendizagem e memoria com o modelo animal Zebrafish (Danio rerio)

A ciéncia evoluiu e agora permite o desenvolvimento de uma variedade de modelos
experimentais que tentam imitar, tanto quanto possivel, os aspectos humanos desejados, usando
animais e células de cultura in vitro. Modelos animais como Drosophila melanogaster, Danio
rerio, Rattus norvegicus ou Caenorhabditis elegans sao comumente usados devido ao seu
rapido desenvolvimento, tamanhos pequenos e alta homologia com humanos (Rojas-Garcia et

al., 2023).

Zebrafish (Danio rerio) é um peixe tropical nativo do sul da Asia que se tornou um
modelo vertebrado em biologia do desenvolvimento, tendo sido criado por George Streisinger
na década de 1970 na Universidade de Oregon. Desde entdo, o Zebrafish emergiu como um dos

modelos animais em estudos pré-clinicos para a compreensdo de
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varios processos fisioldgicos e doengas. O Zebrafish apresenta um alto grau de conservagdo na
organizacdo neuroanatdmica e nas vias de sinalizacdo de neurotransmissores com humanos.
Desde entdo, um repertério de comportamentos compardveis a um humano, como atividade
locomotora, comportamentos semelhantes a ansiedade, aprendizagem, retencdo de memdria,
reconhecimento espacial e de objetos, respostas de medo e preferéncia e interagdo social, foi

caracterizado neste animal (Tan et al., 2022).

O Zebrafish (Danio rerio) ¢ um organismo modelo interessante que pode oferecer novas
oportunidades na pesquisa dos efeitos benéficos dos flavonodides, gracas a uma combinagdo de
aspectos interessantes e diversas vantagens experimentais: tamanho, facil de manter e barato de
cultivar; sdo opticamente transparentes e adequados para monitoramento 6ptico e manipulagcao
desde o momento da fertilizacdo externa até a organogénese e alta homologia do genoma de
70% com os humanos. (Mhalhel et al., 2023). Além disso, curto tempo de geragdo
(aproximadamente 3 meses) e grande nimero de ovos por desova, permitindo que muitos

animais sejam estudados ao mesmo tempo (Martins et al., 2023).

O uso de extratos ricos em compostos bioativos, que além de exercerem notdvel
atividade antioxidante podem interagir com cascatas de sinalizacdo e vias moleculares na
fisiologia humana, é uma potencial linha de pesquisa neuroprotetora (Rojas-Garcia et al., 2023).
Dado que os flavondides inibem os mecanismos pro-apoptoticos € aumentam a plasticidade
neuronal, eles tém atraido grande interesse no combate as doengas neurodegenerativas (Mhalhel

et al., 2023).

Os flavondides sao um grupo de polifendis vegetais e estio amplamente presentes em
muitas plantas, incluindo frutas e vegetais comestiveis. A maioria dos flavonéides possuem
atividades antioxidantes. As habilidades de eliminag¢do de ROS dos flavonéides proporcionam-
lhes efeitos benéficos, como atividades antiinflamatdrias, neuroprotetoras e cardioprotetoras

(Chen et al., 2012).

Richetti et al. (2011) avaliaram o efeito da quercetina e rutina, para investigar o
potencial papel protetor contra os déficits de memoria induzidos pela escopolamina no modelo
Zebrafish utilizando o teste de esquiva inibitéria. A administracdo de quercetina e rutina
preveniu os défices de memoria induzidos pela escopolamina no Zebrafish, sugerindo que estes
flavonodides podem ser uma estratégia preventiva contra o
desenvolvimento da DA. Esses resultados contribuem para o aumento do conhecimento sobre

a aplicabilidade de compostos vegetais como medicamentos para prevenir e tratar doencas
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neurodegenerativas, como a DA.

O teste da evitacdo inibitéria € um dos testes cognitivos mais comumente usados para
avaliar as funcdes de aprendizagem e memoria do Zebrafish. Durante a sessdo de treinamento,
o peixe € colocado em um tanque (dividido em dois compartimentos claro e escuro) no
compartimento claro e pode passar para o compartimento escuro (Figura 5). Um choque elétrico
¢ aplicado ao peixe quando ele entra no compartimento escuro. A sessdo de treinamento pode
ser repetida vérias vezes até que uma resposta condicionada se desenvolva. Uma sessdo de
sondagem € entdo conduzida apés 24 horas (para memoria de curto prazo) da ultima tentativa
de treinamento, de modo que o peixe possa explorar o compartimento sem o choque elétrico. A
laténcia para entrar no compartimento escuro durante as sessdes de treinamento e sondagem ¢é

registrada como uma indica¢do de reten¢do de memoria (Tan et al., 2022).

Figura 5. Tanque com dois compartimentos claro e escuro e eletrodos para aplica¢iao do

choque elétrico

Fonte: Autora (2023).

4 CONSIDERA COES FINAIS

A interacdo entre alimentacdo e saide cognitiva é um campo em expansao na pesquisa
cientifica, com implicacdes significativas para a prevencdo e o tratamento de distirbios
neurolégicos. Compreender os efeitos dos alimentos na funcdo cerebral € essencial para
promover a saide cognitiva ao longo da vida. As bebidas fermentadas e
certos alimentos, como castanhas, coco e maracuja, demonstram potencial para promover a
saude cerebral devido aos seus compostos bioativos e propriedades neuroprotetoras. Incorporar

esses alimentos na dieta pode ser uma estratégia eficaz para manter a funcao cognitiva e reduzir
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o risco do declinio cognitivo. Além disso, os modelos animais, como o Zebrafish (Danio rerio),
sdo ferramentas valiosas para investigar os mecanismos subjacentes aos efeitos dos alimentos
na fung¢ao cerebral. O uso de modelos animais permite uma compreensao mais aprofundada dos
processos envolvidos na saide cognitiva e pode fornecer insights importantes para o

desenvolvimento de intervencoes dietéticas para melhorar a fungao cerebral.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Matérias-primas utilizadas na pesquisa

Para a producdo das bebidas fermentadas elaboradas foram utilizadas as matérias-
primas: castanha de caju, coco, agicar cristal, polpa de maracuji e 4gua comercial onde foram
adquiridos no mercado local da cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil. A Kombucha em p6, com
certificacdo de seguranca e auséncia de microrganismos patogénicos foi adquirida do

laboratério FSL Farma (Minas Gerais, Brasil) por meio do comércio online.

5.2 Elaboracio do extrato hidrossolivel da améndoa da castanha de caju

As castanhas de caju foram pré-processadas, pesadas, lavadas em 4gua e deixadas de
molho sob refrigeracdo durante 12 horas. Para obtencdo do extrato, as castanhas de caju
selecionadas e processadas na proporcdo 1:6 (castanha:dgua) em liquidificador industrial da
marca Philips Walita/Brazil (Reboucas, 2012). O extrato obtido foi filtrado em malha de nylon
(60 Mesh) para separar os residuos sdlidos. A metodologia foi baseada em Lima et al. (2017)

com adaptacoes.

Para a obtencao do extrato hidrossolivel do coco, o endosperma seco do coco foi lavado
em 4gua corrente e na sequéncia, processado em liquidificador industrial, da marca Philips
Walita/Brazil, com uma proporcdo de &4gua aquecida (90 °C) de 1:3 (coco:dgua) .
Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado em malha de nylon (60 Mesh) para separar os

residuos sélidos (Rincon et al., 2020).

Ambos os extratos soltiveis obtidos foram adicionados de 5% de agucar cristal, como

substrato para a fermentacdo (Alves et al., 2021).

5.3 Elaboracao dos extratos fermentados de castanha de caju e coco

A fermentacdo foi efetuada com a kombucha em p6é comercial. Inicialmente a
kombucha em pé foi pesada (0,05g) e diluida em dgua potavel (100ml). A proporc¢do utilizada
tomou como base as indicac¢des do fabricante e testes preliminares relacionados ao tempo de
fermentacdo e o pH das amostras. Utilizou-se 5% desta preparagdo para proceder o processo de
fermentagao dos extratos de castanha de caju e coco, de acordo com as propor¢des descritas na
Tabela 1. Os recipientes contendo cada uma das propor¢des dos extratos adicionados da
kombucha foram cobertos com um pano de algoddo esterilizado e mantidos a 37°C, em

condig¢des estdticas, por até 20 horas. A fermentacdo dos extratos ocorreu até atingir o pH de
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4,5 (£ 0,05). Apé6s o término do processo, os extratos fermentados foram resfriados e mantidos

sob refrigeracdo (6-10°C) (Xia et al., 2019).

O delineamento experimental para a preparagdo dos extratos fermentados foi definido
de acordo com o delineamento de mistura simplex-centréide contendo 2 componentes
principais da proporcdo para a producdo dos extratos hidrossoliveis, sendo estes a castanha de
caju e o coco. Os valores minimos e maximos foram mantidos como padrao do programa, desde
0% do componente na mistura até 100% nas formulagdes, como descrito na Tabela 1. O
software Statistica versdo 13.3 forneceu o delineamento experimental de mistura simplex-

centréide de cinco pontos.

Tabela 2. Desenho experimental da mistura simplex-centréide da composi¢ao dos extratos
hidrossoldveis de castanha de caju e de coco.

Tratamentos Castanha de caju Coco
(%) (%)
1 100 0
2 0 100
3 50 50
4 75 25
5 25 75

As escolhas dos extratos fermentados (tratamentos) mais promissoras foram pautadas
nas varidveis: contagem de bactérias lacticas (BAL), pH (inicial e final), tempo de fermentacao
e concentragdo de compostos fenolicos. Os dois extratos fermentados caracterizados como mais

promissores, foram utilizados como base para a elaboraciao da bebida fermentada.

5.4 Caracterizacio das bebidas fermentadas

5.4.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante das bebidas foi realizada pelo método de captura do radical
ABTS (2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)-diammonium salt) conforme
Rufino et al. (2007). Foram utilizados volumes de 10, 20 e 30 uL de cada extrato diluido,
respectivamente, em 20, 10 e O uLL de dgua destilada pipetada em tubos de ensaio. Cada tubo

foi adicionado 3,0 mL da solugdo de radical ABTS com absorbancia entre 0,700 e 0,705 nm.
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Os tubos foram agitados em vortex e mantidos ao abrigo da luz durante toda a andlise. A leitura
foi efetuada em um espectrofotdmetro a 734 nm ap6s 6 minutos. O dlcool etilico foi utilizado
como branco para calibrar o equipamento. O padrio analitico Trolox foi utilizado para construir
a curva padrao (100 a 2.000 uM) e os resultados da atividade antioxidante foram expressos em

uM Trolox/mL de bebida.

5.4.2 Determinacao de minerais pelo método de espectrometria de absorc¢iao atomica e

plasma

A determinacdo do teor de cinzas nas amostras seguiu os protocolos descritos pela
A.O.A.C. (2016). Antes da andlise, as amostras foram carbonizadas por incinera¢do em forno
mufla a uma temperatura de 550 °C, conforme especificado no método 940.26. A composi¢ao
mineral consistiu em utilizar as cinzas previamente obtidas do produto e adiciond-las a 3 mL
de acido cloridrico 1 M na propor¢ado de 1: 1 (dgua: 4cido). Posteriormente, a solucao foi filtrada
em um filtro de papel para um baldo volumétrico de 50 mL, e em seguida o volume do baldo
foi completado com &dgua destilada. Logo em seguida foram realizadas as andlises para
quantificacdo dos minerais (Ca, Mg, Zn e Fe) através do espectrometro (Thermo ICE™3300
AAS, USA) por absorc¢ao atdmica (Santos et al, 2021) e Se por Espectrometria de Massa com
Plasma Acoplado Indutivamente (Thermo Scientific iCAP 6000 Series ICP Spectrometer)
(Moskwa et al, 2023).

5.4.3 Simulacdo da digestao gastrointestinal (SGD) in vifro para estimativa de

bioacessibilidade da atividade antioxidante e conteido mineral das bebidas fermentadas.

A simulacdo da digestdo gastrointestinal (SGD) in vitro foi realizada de acordo com o
método descrito por Miller ef al. (1981), no qual consiste em simular o processo digestivo das
fases géstrica e intestinal. Para simular a digestdo gastrica, 20 g de amostra das bebidas foram
colocados em um frasco Erlenmeyer ambar de 250 ml e o pH foi ajustado para 2,0 com HCI
2M, seguido da adi¢do de 3,2 mL de solucdo de pepsina da mucosa gastrica porcina (0,16 g
/mL; P7000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As solu¢des foram incubadas em banho
termorregulado (Banho Dubnoff, TE-053, Technal, Brasil) a 37 °C e agitadas (130 rpm) durante
2h. Para simular a fase intestinal, a mistura digerida foi ajustada para pH 7,5 com NaOH 0,5M.
As amostras foram dialisadas utilizando uma membrana celuldsica tubular (com &4gua e
NaHCO3 0,5M, pH 7,5, membrana vg. Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e agitadas (130
rpm) durante 30 min a 37 °C em um banho termorregulado (Banho Dubnoff, TE-053,
Technal, Brasil). Finalmente, 5 mL de solucdo de bile-pancreatina (0,03 g/mL) (50 mL de
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NaHCO3 0,1 M, 1,3 g de bilis bovina B8381, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e 0,2 g de
pancreatina de pancreas porcino (P1625; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foram
adicionados as amostras e os frascos foram colocados em banho termorregulado (Banho
Dubnoff, TE-053, Technal, Brasil) a 37 °C e agita¢do (130 rpm) durante 2 h. Na sequéncia, as

amostras foram armazenadas sob congelamento para anélises posteriores.

As solucdes dialisadas assim como as bebidas fermentadas elaboradas foram utilizadas
para quantificar a atividade antioxidante e o contetido mineral de acordo com os procedimentos

descritos na se¢do 5.4.1 e 5.4.2, respectivamente.

A porcentagem bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al.

(2011), por meio da férmula: %Bioacessivel = 100x (D/E)

D = dados do conteddo dialisavel

E = dados totais da amostra

5.5 Ensaios in vivo com o modelo animal Zebrafish (Danio rerio) para avaliacio do
potencial neuroprotetor e bioativo das bebidas fermentadas

Zebrafish (Danio rerio) (idade de 90 a 120 dias; 0,4 £ 0,1 g, 3,5 £ 0,5 cm), silvestre, de
ambos os sexos, foi adquirido em loja local (Fortaleza, CE). Os animais foram mantidos em um
aquario de vidro (30 x 15 x 20 cm) de 10 L (n=3 /L), a uma temperatura de 25 + 2 ° C, em
ciclos claro-escuro de 24 h com 4gua clorada (ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros
submersos, sob uma temperatura de 25°C e pH 7,0, Ciclo circadiano de 10 - 14 h (claro/escuro).
Os peixes receberam racao (Spirulina®) 24 h antes dos experimentos. O trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE;

n° 04983945/2021), estando de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal.

5.5.1 Toxicidade aguda 96h

Os animais (n = 6/grupo) receberam por via oral, as concentragdes de 3,75; 7,5 e 15
mg/mL de CA; M e CA+M cada grupo, separadamente. Outros 2 grupos receberam por via oral
6,25, 12,5 e 25 mg/mL de CACC e CACC+M respectivamente. Em seguida os animais foram
deixados em repouso para andlise da
taxa de mortalidade por um periodo de 96 h, registrando-se a cada 24 h o nimero de peixes
mortos em cada grupo (OECD, 2019) sendo a dose letal capaz de matar 50 % dos animais

(CLso) determinada pelo método matematico probit com intervalo de confianga de 95%.
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Durante este periodo, os peixes foram alimentados normalmente duas vezes ao dia com flocos

comerciais (Alcon).

5.5.2 Campo aberto (Novel tank)

Os peixes (n = 6, cada tratamento) receberam os mesmos tratamentos da se¢ao anterior e
cada grupo, incluindo o controle (4gua) apés 60 min dos tratamentos, foram transferidos
individualmente para um tanque retangular (20 cm de comprimento x 15 cm de altura x 12 cm
de largura) com até 2,8 L e com as laterais cobertas com papel branco, exceto a parede frontal
para permitir a gravacdo da cdmera. O comportamento dos peixes foi imediatamente registrado
por 5 min. O tanque foi dividido em trés areas horizontais iguais (inferior, médio e superior) de
4 cm de altura cada para investigar a atividade locomotora e o comportamento do tipo ansioso,
e os seguintes parametros foram considerados: distancia total percorrida, velocidade média em
movimento, tempo total de imobilidade, tempo e distancia percorrida na area superior e laténcia

para entrar na drea superior (Moreira & Luchiari, 2022).

5.5.3 Teste de esquiva inibitoria

Para avaliacdo das amostras no teste de esquiva inibitéria, os animais receberam os
mesmos tratamentos (3,75; 7,5 e 15 mg/mL de CA; M e CA+ M, respectivamente e 6,25, 12,5
e 25 mg/mL de CACC e CACC+M respectivamente). A metodologia da esquiva foi avaliada

conforme Bertoncello et al. (2019).

O equipamento consiste de um tanque de vidro (28 cm de comprimento x 14,7 cm de
largura x 19 cm de altura) que continha 1,3 L de 4gua ndo clorada. O tanque foi dividido em
dois compartimentos idénticos (preto e branco), separados por uma divisdria do tipo guilhotina,
que podia ser operada manualmente (10 x 10 cm). No compartimento preto, havia trés conjuntos
de barras metélicas (1 cm de didmetro) espagadas por 3 cm, todas conectadas a um dispositivo
de eletroestimulacdo. O objetivo era aplicar um estimulo aversivo, para isso, os peixes foram
submetidos a choques pulsados a uma frequéncia de 100 Hz durante 5 segundos. Cada grupo
de animais (n = 6 animais por grupo), que tinha sido previamente isolado individualmente em
potes de 500 mL e identificados, passou por uma sessdo de treinamento. Durante essa sessao,
cada peixe foi colocado no compartimento branco do aparato. Apés um minuto de adaptacao, a
porta do tipo guilhotina foi levantada, e o tempo que cada animal levou para entrar na drea preta

foi registrado como tempo de laténcia. A medida que os peixes atravessavam o compartimento



44

escuro, a porta era baixada, e um leve choque elétrico (125 mA, 3 + 0,2 V) era administrado.
Posteriormente, o peixe era retirado do tanque e tratado por via oral (n = 6 peixes por grupo)
com cada amostra. Um grupo adicional foi tratado com DZP (4 mg/kg, v.0.), enquanto outro
grupo recebeu dgua destilada (controle negativo). Apds 24 horas, foi realizada a sessdo de teste,
seguindo um procedimento semelhante ao da sessdo de treinamento, mas sem a administracao
de choque elétrico. Ao final, um segundo teste de esquiva inibitéria também foi aplicado com
o MK-801 junto a bebida que apresentou o melhor desempenho no teste anterior, conforme a

metodologia de Franscescon et al. (2020).

5.6 Analise estatistica

A média e o desvio padrdo foram calculados para cada parametro avaliado em cada
bebida. Os testes estatisticos foram efetuados com o programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa,

OK, EUA). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Os resultados dos testes do zebrafish foram expressos como valores da média + erro
padrdo da média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de
distribuicdo e homogeneidade dos dados, as diferencas entre os grupos foram identificadas
através da analise de variancia two-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Todas as analises
foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 8.0.1. O nivel de significancia estatistica

foi estabelecido em 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Bioacessibilidade dos minerais e da atividade antioxidante das bebidas fermentadas

Os resultados do conteido e da bioacessibilidade das bebidas funcionais fermentadas
em relacdo a capacidade antioxidante e aos minerais Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Zinco (Zn),

Ferro (Fe) e Selénio (Se) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Bioacessibilidade dos minerais e atividade antioxidante das bebidas antes e apds a
digestdao

CA+M CACC+M
Paramet
arametro Antes | Depois | Bioacessibilidade | Antes | Depois | Bioacessibilidade
da da (%) da da SGD (%)
SGD SGD SGD | (100mli)
(100ml) | (100ml) (100ml)

Cilcio (mg) | 1,4515 | 0,5275+ 36,55% 1,1170 | 0,6825+ 61,10%
+0,10 0,04 +0,10 0,03

Magnésio 20,391 | 1,4931+ 7,32% 18,069 | 1,6524+ 9,10%

(mg) 340,29 0,08 8+0,19 0,10

Zinco (mg) | 0,8915 | 0,4076+ 45,72% 1,904+ | 0,1140+ 5,98%
+0,05 0,20 0,11 0,02

Ferro (mg) 1,942+ | 0,2101+ 10,82% 2,179+ | 0,1472+ 6,75%
0,18 0,02 0,06 0,01

Selénio 0,0655 | 0,0063+ 11,90% 0,0777 | 0,0078+ 8,16%

(mg) +0,02 0,00 +0,00 0,00

Atividade 1,710, | 254,52+ 14884% 1,460, | 330,21+ 22617%

antioxidante 16 55,64 19 4,20

(UM trolox

mL™")

CA: Castanha de caju; CACC: Castanha de caju com coco; M: Maracuja. SGD: Simulagao
da digestao gastrointestinal.

Entre os cinco minerais analisados, para a bebida CA+M, antes do processo de digestao,
foram encontradas maiores concentracdes magnésio (20,3913 mg) e cdlcio (1,4515 mg). Para

CACC+M predominaram as concentracdes de magnésio (18,0698 mg) e ferro (2,18mg).
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Embora em quantidades menores, o selénio também esteve presente em ambas as bebidas, com

concentracoes de 0,0655 mg para CA e 0,0777 mg para CACC,

Os valores da bioacessibilidade de minerais para as amostras CA e CACC ficaram entre
5,98% a 61,10%, com destaque para as concentracdes de zinco (45,72%) e célcio (36,55%) para
CA; e de célcio (61,10%) e magnésio (9,10%) para CACC. Na bebida CA+M, os percentuais
de bioacessibilidade foram de 10,90% para o selénio e 10,82% para o ferro. J4 na amostra
CACC+M esses valores foram ainda menores, correspondendo a 8,16% para o selénio e 6,75%

para o ferro.

Os resultados da bioacessibilidade de zinco para a bebida CA foram superiores
(45,72%) ao encontrado por Sanches et al. (2020) em sua pesquisa em relacdo a
bioacessibilidade deste mineral em bebidas de soja com valores entre 18 - 21%. A absor¢do do
zinco no organismo pode ser influenciada por diversos fatores dietéticos. A presenca de fitatos,
fibras e polifendis, pode reduzir a absor¢do do zinco ao formar complexos insoldveis com o
mineral no intestino. Por outro lado, o consumo de proteinas pode aumentar a sua absorc¢ao.
Estudos indicam que compostos como as procianidinas, um polifenol presente em frutas como
a uva, podem inibir a absor¢do de zinco ao interferir nos mecanismos de transporte do mineral

nas células intestinais (Schulz et al., 2017; Udechukwu ef al., 2016; Kim et al., 2011).

Embora o selénio estivesse presente em baixas concentracdes nas duas amostras
(CA+M: 0,0655 mg/100 ml; CACC+M: 0,0777 mg/100 ml), sua bioacessibilidade foi
relativamente significativa, com valores de 11,90 % e 8,16%, respectivamente. Esses valores
superaram a bioacessibilidade observada para os minerais ferro e zinco na bebida CACC. No
entanto, ao comparar esses resultados com os de Teixeira et al. (2024), que investigaram a
bioacessibilidade do selénio em bebidas vegetais a base de cereais, oleaginosas e sementes de
abdbora, constataram que as bebidas vegetais derivadas de nozes, como macadamia (86%),
castanha de caju (93%) e castanha do Brasil (96%), apresentaram bioacessibilidade muito
superiores. Isso sugere que, apesar da presenca do selénio nas amostras CA+M e CACC+M, a
sua biodisponibilidade foi consideravelmente inferior em comparacao com as bebidas avaliadas

por esse autor.

Apesar do teor de célcio (CA+M: 1,4515mg/100ml; CACC+M: 1,1170mg/100ml) nas
bebidas serem menores comparado ao ferro, o cdlcio apresentou uma bioacessibilidade
significativa, principalmente na bebida CACC+M. Estudo conduzido por Tang et al. (2007) a

fermentacdo do leite de soja enriquecido com cdlcio e com probidticos selecionados pode
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potencialmente aumentar a biodisponibilidade do célcio devido ao aumento da sua solubilidade.
Raes et al. (2014) enfatiza que a fermentacdo melhora a bioacessibilidade de minerais nos
alimentos vegetais, interagindo com fatores antinutricionais como fitato, compostos fendlicos
e fibras. Nesse sentido, as bebidas CA+M e CACC+M, principalmente a udltima, foram
beneficiadas pelo processo de fermentacdo diminuindo os fatores que influenciam na

bioacessibilidade dos minerais e aumentando a bioacessibilidade do célcio.

A Tabela 3 mostra que as bebidas CA+M e CACC+M contribuem de maneira
significativa para a ingestao didria de célcio e magnésio. A contribui¢do de ferro e zinco e pelas
bebidas também é notdvel. Esses minerais sdo de extrema importancia, pois desempenham

papéis fundamentais em processos cognitivos (Tardy et al. 2020).

Os resultados da atividade antioxidante das bebidas apds a simulacdo da digestdao
gastrointestinal (SGD) indicaram um aumento significativo nos seus valores. Especificamente,
a bebida CACC+M apresentou percentual de bioacessibilidade com relacdo a atividade

antioxidante (22617%) superior a bebida CA+M (14884 %).

Neste estudo, os resultados da bioacessibilidade da atividade antioxidante das bebidas
mostraram que houve um aumento significativo. Estes nimeros indicam que os biocompostos
de ambas as bebidas sdo transformados durante a digestdo gastrointestinal, melhorando sua
bioacessibilidade, o que € de fundamental importancia quando se considera os beneficios a
saude associados. Os compostos antioxidantes liberados durante a digestao foram capazes de
reduzir o radical oxidativo avaliado pelo teste ABTS, aumentando a acdo antioxidante no
intestino, onde sdo absorvidos. Este aumento pode ser atribuido a melhoria na bioacessibilidade
dos compostos antioxidantes durante a digestdo gastrointestinal simulada, conforme descrito
por Bisinotto et al. (2021) ao avaliar a farinha de castanha de caju desengordurada. Este estudo
demonstrou que a simulagdo da digestdo gastrointestinal pode aumentar a capacidade
antioxidante dos produtos alimentares, o que € consistente com os resultados observados nas
bebidas estudadas neste trabalho. Resultados similares foram observados por Cuvas-Limon et
al. (2022) ao avaliar a bioacessibilidade de bebidas fermentadas de Aloe vera, constatando
efeito positivo da fermentacdo na bioacessibilidade desta bebida, assim como seu aumento

durante o processo de digestao.

Nagarajan et al. (2020) relataram que alguns compostos fendlicos (CF) exercem
propriedades antioxidantes e durante o processo de digestdo, essas transformacdes podem

contribuir no aumento da atividade antioxidante. Da mesma forma, o estudo de Barros et al.
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(2020) revelou que a digestdo simulada in vitro e a fermentacdo probidtica aumentaram a
bioacessibilidade de compostos antioxidantes em residuos de frutas. Especificamente, o residuo
de graviola apresentou uma maior bioacessibilidade devido a fermentacdo probidtica. Esse
processo facilita a clivagem/dissociacdo das ligacdes entre compostos fendlicos e outros
constituintes. Este processo libera compostos fendlicos mondmeros, assim aumentando a

capacidade antioxidante (Barros ef al., 2020).

O ambiente de digestdo pode contribuir para a liberacdo de compostos antioxidantes
que se ligam a outros componentes da matriz. Essas interacOes entre compostos antioxidantes
e constituintes dietéticos (minerais e oligossacarideos) podem levar a formacdes complexas e,
consequentemente, causar alteracdes na estrutura quimica, peso molecular e solubilidade dos
antioxidantes, resultando na diminuicdo ou aumento da bioacessibilidade de substancias

fenodlicas/antioxidantes (Barros et al. 2020).

6.2 Teste in vivo com o modelo animal Zebrafish (Danio rerio)

6.2.1 Toxicidade aguda 96h

O efeito da toxicidade no Zebrafish adulto foi observado apds tratamento oral dos animais
com as bebidas fermentadas nas concentracdes de 3,75; 7,5 e 15 mg/mL de CA; M e CA+ M,
respectivamente e 6,25, 12,5 e 25 mg/mL de CA+CC e CA+CC+M, respectivamente. Os

resultados da toxicidade aguda em 96h estdao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados dos testes de toxicidade aguda (96h)

Amostras Mortalidade DL50(mg/mL)/TV

CN D1 D2 D3

CA 0 0 0 0 >15mg

M 0 0 0 0 >15mg

CA+M 0 0 0 0 >15mg

CACC 0 0 0 0 >25mg

CACC+M 0 0 0 0 >25mg
Controle 0 0 0 0 -

CA: Castanha de caju; CACC: Castanha de caju e coco; M: Maracuja. CN- Grupo controle negativo: DMSO 3%.
D1 —Dose 1 (3,65 ou 6,25 mg/mL). D2 — Dose 2 (7,25 ou 12,5 mg/mL). D3 — Dose 3 (15 ou 25mg/mL). DL50-
Dose Letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianca.

Fonte: Elaborada pelo Autor
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Os resultados da toxicidade apresentados na Tabela 4 indicaram que nao houve mortes
de animais durante as 96 h de analise em nenhuma das amostras estudadas, confirmando a
seguranca pré-clinica dos compostos no uso dos experimentos com Zebrafish adulto. O
zebrafish € um modelo eficaz para estudos de toxicologia alimentar devido ao seu curto ciclo
de vida, capacidade reprodutiva, facil criacdo e baixo custo, bem como a sua capacidade de
servir como biossensores (Hou er al., 2023). Em nosso estudo ndo houve toxicidade em
nenhuma das concentracdes das bebidas avaliadas confirmando que sdo seguras para o consumo
humano, ao contrario do estudo de Ho et al. (2021) ao produzir um vinagre de graviola por
fermentacgdo acética e avaliar quanto a sua toxicidade, os embrides de zebrafish sobreviveram
em concentragdes de vinagre de graviola <6,25% com alto valor de CL50, porém em outras

concentragdes maiores diminuiram os nimeros de embrides apds 48 horas.

6.2.2 Atividade Locomotora (Novel Tank)

O One-Way ANOVA mostrou significancia estatistica para o tempo no topo, distancia
total percorrida e tempo de imobilidade (Figura 6). Especificamente, foi observado diferenca
estatistica em pelo menos uma concentracdo de (M; CACC e CACC+ M) nos 3 parametros
observados. Dentre eles, uma diferenca estatistica entre 0 aumento do tempo dos animais no
topo do aqudrio (*p < 0.05; **p < 0.01; ****p < (0.0001), reducdo da distancia percorrida ( *p
< 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001 ****p < 0.0001) a0 mesmo tempo em que observou um

aumento na imobiliza¢cdo dos animais (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.0001 ****p <0.0001).

Figura 6. Efeito da M, CA, CA+M, CACC+ M, CACC na atividade locomotora do Zebrafish

e comportamento do tipo ansioso no teste Novel Tank durante 5 min. (n= 6 peixes/grupo).
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dados sao expressos como média + S.E.M. Cada circulo indica individuos usados em cada tratamento e o asterisco

acima das barras indica significincia em comparagdo com o grupo controle — agua destilada (*p < 0,05; **p <
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0,01; ***p < 0,001; ****p <0,001). M: Maracuja; CA:Castanha de Caju; CACC: Castanha de Caju e Coco.

O teste de novel tank foi usado neste estudo para avaliar padrdes de ansiedade e
atividade locomotora de Zebrafish adulto tratados com diferentes concentracdes de CA, M,
CA+M, CACC e CACC+ M. Apesar da quantificacdo de respostas comportamentais seja uma
ferramenta util no zebrafish, ha varios desafios, as respostas comportamentais representam
apenas um dos multiplos niveis e dimensdes das respostas bioldgicas (Yoshida, 2022). Em
Zebrafish adulto os sinais de aumento da duracdo do congelamento (imobilidade) e/ou redugdo
da atividade geral medida como velocidade mais lenta ou menor distancia percorrida,
caracterizam-se como ansiedade estimulada pelo novo ambiente (Pannia et al., 2014; Tran;
Facciol; Gerlai, 2016). Nesta perspectiva, a andlise do comportamento locomotor permite
avaliar o impacto de substancias em fun¢des neurofisiolégicas, como ansiedade, estresse, €
respostas motoras. As alteracdes na atividade locomotora podem indicar efeitos neurotéxicos
ou neuroprotetores de substancias, sendo uma ferramenta fundamental para a compreensao dos

mecanismos de a¢do de compostos que afetam o sistema nervoso (Galstyan et al., 2022).

Neste teste, a resposta inicial de um zebrafish adulto € permanecer no fundo do aquério
até se aclimatar ao novo ambiente. Quanto mais tempo um peixe passa no fundo do tanque
indica altos niveis de ansiedade, o que € uma manifestacio comum em modelos de doencas
neurodegenerativas (Shenoy et al., 2022). Em nosso estudo, os efeitos dos componentes
encontrados nas bebidas fermentadas podem proporcionar um comportamento ansiolitico no
zebrafish. A reducdo da atividade locomotora dos animais apds a administragdo de bebidas

fermentadas sugere também atividade probidtica (Filho ef al., 2022).

Os resultados indicaram que o maracuja produziu um efeito ansiolitico significativo (p
<0.0001) nos peixes observados pelo aumento do tempo dos animais no topo do aquério (Figura
6A). O maracuja possui alta capacidade antioxidante devido as suas altas concentragdes de
criptoxantina, B-caroteno, provitamina A, quercetina e kaempferol, além desses possui também
crisina, vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, apigenina e alcaléides inddlicos (Reis et
al., 2018; Blecharz-Klin et al., 2024). A maioria dos estudos mostra que as substincias
neuroativas promissoras sdo os flavonoides (Blecharz-Klin et al., 2024). Esses compostos sao
eficazes na neutralizacdo de radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo, que é um fator
critico no desenvolvimento de vdrias doengas cronicas, como doencas cardiovasculares,

diabetes e cancer (Dhawan; Dhawan; Sharma, 2004).

Estudos demonstram que os extratos de maracuja possuem a capacidade de inibir a
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oxidacgdo de lipidios e proteger as células contra danos oxidativos, isso significa que a atividade
antioxidante do maracuja também contribui para suas propriedades neuroprotetoras, que podem
auxiliar na preservacdo das func¢des cognitivas e na prevencao de distdrbios neurodegenerativos

(Sidorova et al., 2022; Rotta et al., 2020).

As hipéteses predominantes sugerem que 0s componentes ativos vegetais modulam a
via GABAérgica e dos sistemas opioides. Os alcaloides inddlicos t€ém estrutura semelhante aos
benzodiazepinicos (drogas ansioliticas) e, assim como eles, possuem anel de benzeno. Esses
compostos podem ser responsdveis pela acdo central do maracuja devido a alta afinidade ao

sitio benzodiazepinico do receptor GABA tipo A (Blecharz-Klin et al., 2024).

A administragdo da CA+M nas dosagens de 15mg/kg e 7,5mg/kg induziu um efeito
ansiolitico significativo nos peixes, evidenciado pelo aumento do tempo imdvel no teste de
campo aberto. O mesmo foi encontrado no estudo realizado por Filho et al. (2022), que
analisaram como a fermentacao de bebidas de castanha de caju com kefir e kombucha afeta sua
dindmica. Foi observado que a amostra fermentada com kombucha (24, 48 e 72 horas de
fermentacgdo) resultou na reducdo da atividade de natacdo dos animais, semelhante ao efeito do
ansiolitico Diazepam. Dias et al. (2023) demonstraram em seu estudo que ratos dislipidémicos
ao receberem uma emulsao rica em gordura saturada, apresentaram um comportamento do tipo
ansiogénico, que foi revertido quando os ratos consumiram farinha de castanha de caju, fonte

de 4cidos graxos insaturados e compostos antioxidantes.

Os extratos de castanha de caju apresentam um perfil quimico diversificado, com
destaque para flavonoides, alcaloides e dcidos fendlicos como dcido p-cumarico, dcido gélico e
acido eldgico (Aslam et al., 2024). Dentre esses, o dcido eldgico destaca-se por sua comprovada
atividade ansiolitica em modelos animais como em camundongos, possivelmente pela interacao

com os sistemas neurotransmissores adrenérgico e serotoninérgico (Neto et al., 2021).

6.2.3 Teste de esquiva inibitéria

A esquiva inibitoria causado por eletrochoque indicou que a CA (3,75;7,5 € 15 mg/mL)
assim como a concentracdo de 12,5 mg/mL da CACC+ M reverteram a memoria (**p < 0,01;
*Hx%kp < 0,0001 vs Training) dos Zebrafish na sessao teste, diferentemente dos grupos tratados
com controle (dgua) que tiveram a retencdo de memoria prejudicado, pois as laténcias para

entrar no compartimento escuro entre a sessao treinamento e teste nao diferiram (Figura 7).
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Figura 7. Efeito de M, CA, CA+M, CACC+ M, CACC na memoria do Zebrafish adulto no

Teste de Esquiva Inibitéria (0-5 min).

A mm Control B
Wia.7t gL, Bl Control
L WIS e CA (3 78 mghl.)
200 AR 03 CA (7.5 mgiml)
=3 CA (15 maiml)
300 -
w 200
g "
& W 200
% 100 g - ”
= 3
Jp_i_r!,a @ £ | = é 5 1004 ] g
L > o &
‘@&C‘ &ﬂf" p? . {_@ .t,_B# «‘@é“& ﬂa‘b &“i\é\ﬁ* &é" i 2 E:é 7 - E
& B @f&«@ v &
¥ i ¥
C = Cartiol D B Conirol
CA r:ﬁm?ﬁ i Ea CA+ CC+ Mi(525mg'mL)
= = T5m
o CA+M(T5 mg-'grilu ) o CA+CC+ M{12.5 mg/mL)
EA st l1'5 B B3 CA+CC + M (25 mgimL)
200 =AM [T ma.) 300

%]

[=]

[=]
1

Latency (s)
8
]

U B HF O

&
.-gll% 4\@' .ﬂ{b _.q\{?

E
mm Control
CA + CC (6.25 mg/mL)
mm CA + CC (12.5 mg/mL)
= CA + CC (25 mg/mL)
300
= 200
>
:
= 100 "
o-#L@MM
N N
\Q\QQ«eé \o\‘&‘@e \o\&‘\"é \é\@/\os
<& <& & <8

Os valores representam a média + erro padrdo da média para 6 animais/grupo; ANOVA de duas vias
seguida do teste de Tukey. (*p<0,05, **p<0,001 ***p<0,001vs. Treino). M: Maracuji; CA: Castanha
de caju; CACC: Castanha de caju e coco.
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Ap6s avaliar cada componente isolado, e observar que todas as concentracdoes da CA
preveniram a memoria do zebrafish, foi observado que o MK-801, avaliado nas mesmas
concentragdes da CA (3,75; 7,5 E 15mg/mL), inibiu o efeito preventivo da CA, observados na

Figura 7B.

Figura 8. Efeito da CA, MK +CA e Mk no indice de reten¢do de memoria do Zebrafish
adulto no Teste de Esquiva Inibitéria (0-5 min).
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Os valores representam a média + erro padrdo da média para 6 animais/grupo; One-Way ANOVA
seguida do teste de Tukey.

Na sessao teste, nenhuma concentragdo dos tratamentos MK+CA preveniram a memoria
do modelo animal. O MK-801 bloqueou ou antagonizou o efeito de cada concentracdo da

bebida CA na prevencdo da memoria (Figura 8).

O teste de evitacdo inibitdria € um dos testes cognitivos mais comumente usados para
avaliar as fungdes de aprendizagem e memoria do zebrafish para avaliacdo das doencgas

neurodegenerativas associadas ao déficit cognitivo (Tan et al. 2022; Saleem & Kannan, 2018).

Neste estudo, mostramos pela primeira vez os efeitos neuroprotetores dos componentes
M, CA, CA+M, CACC e CACC+ M presentes em uma bebida
fermentada com relacdo a aprendizagem e memoria. Os resultados mostraram que o MK-801
bloqueou ou antagonizou o efeito de cada concentracdo da bebida CA na prevengdo da
memoria, sugerindo que os efeitos da bebida podem estar atuando por meio dos receptores
NMDA. Ele age ativando receptores ionotrépicos conhecidos como receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA, e estes atuam como impulsionadores centrais da plasticidade sindptica no

sistema nervoso central (Stroebel et al. 2020). Os receptores ionotropicos de glutamato
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medeiam a neurotransmissao excitatoria crucial para o desenvolvimento e fun¢ao do cérebro,

incluindo aprendizagem e formacdo de memoria (Karakas er al. 2015).

Apesar do resultado obtido ter sido bloqueado/antagonizado pelo MK-801, a bebida
investigada em nossa pesquisa também apresentou bons resultados na prevencdo de déficits de
memoria como observados na bebida CA (Figura 8). Alguns estudos que avaliam a prevencao
de déficits de memoria utilizaram o componente isolado, como no caso da curcumina,
quercetina e rutina. Coradini et al. (2021) demonstrou que a administragdo de 50 mg/kg de
curcumina ndo encapsulada e nanoencapsulada foi eficaz na prevencao de déficits de memoria
induzidos por escopolamina no modelo de Zebrafish. De forma semelhante, Richetti et al.
(2011) apresentaram resultados positivos utilizando a quercetina e rutina, onde a administracao
por inje¢do intraperitoneal de 50 mg/kg de quercetina ou rutina, 1 hora antes do tratamento com
escopolamina, evitou déficits de memoria induzidos pela escopolamina. Esses achados
corroboram a eficicia de compostos bioativos que também sido encontrados nas bebidas
fermentadas na melhoria da fun¢do cognitiva, sugerindo que a nossa bebida também tem
potencial neuroprotetor.

Os polifendis de origem vegetal sdo reconhecidos por seus potenciais efeitos
neuroprotetores na doenga de Alzheimer, devido as suas marcantes propriedades antioxidantes
(Cassidy et al., 2020). Esses antioxidantes, especialmente aqueles derivados de fontes naturais,
desempenham um papel crucial no retardo do inicio e na diminui¢do da progressdao da doenca
de Alzheimer, quando combinados a uma dieta rica em nutrientes (Pritam et al., 2022). A
ingestdo elevada de antioxidantes esta associada a uma reduc¢d@o no risco de deméncia e doenca
de Alzheimer (Zhao et al., 2023). Terapias antioxidantes mostram-se promissoras na redug¢ao
do estresse oxidativo e no desenvolvimento de tratamentos para doencas neurodegenerativas,
indicando potencial para abordagens futuras (Feng & Wang, 2012). Antioxidantes
naturais emergem como agentes preventivos e terapéuticos promissores para a doenga de
Alzheimer, contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo e para a promog¢do da
neuroprotecdo (Collins et al., 2022).

O estresse oxidativo gerado pelos radicais livres tem sido identificado como um fator
importante no desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer
(Frota et al., 2022) e uma vez que se pensa que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante na doenga de Alzheimer, os antioxidantes podem constituir uma terapia util para

esta doenga (Veurink; Perry; Singh,2020).
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O uso de polifenois dietéticos foi proposto como uma estratégia nova, segura e eficaz
para a prevencdo e melhoria dos sintomas de doengas neurodegenerativas (Coradini et al.,
2021). Estes fitoquimicos destacam-se pelas suas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatérias (Junior; Pimenta; Oliveira, 2020).

Os resultados do presente estudo mostraram a relagdo dos componentes encontrados nas
bebidas, exibem atividade antioxidante que influencia positivamente na fun¢@o cognitiva e
consolidagdo da memoria do modelo animal zebrafish. Além disso, observou-se que a
bioacessibilidade da capacidade antioxidante da bebida foi significativamente elevada. Outro
aspecto importante a mencionar € que o processo da fermentacdo também pode contribuir no
comportamento do zebrafish, conforme evidenciado pela avalia¢do da sua atividade locomotora

(Figura 6)

Os estudos que correlacionam a avaliacdo cognitiva em bebidas fermentadas a base de
castanha de caju com coco e maracuja sdao escassos. No entanto, resultados semelhantes foram
encontrados por Wu et al. (2021) destacando em seu estudo que o leite fermentado funcional
rico em resveratrol e selénio pode melhorar a disfuncdo cognitiva em camundongos. Esses
achados sugerem o potencial das bebidas fermentadas para o tratamento de doencas
relacionadas a idade.

Os efeitos da dieta rica em flavonoides na fun¢do cognitiva tém sido associados a sua
capacidade de interagir com a estrutura celular e molecular envolvida na aprendizagem e na
memoria, incluindo potencializacdo sindptica e plasticidade. Os flavonoides também tém
habilidades antioxidantes conhecidas, protegendo efetivamente os neur6nios contra
neurotoxinas, suprimindo a neuroinflamac¢do e melhorando a funcio neuronal, estimulando a

regeneracdo e revascularizacao neuronal (Richetti et al., 2011).

7 CONCLUSAO

As bebidas apresentaram resultados satisfatorios em termos de bioacessibilidade do
conteddo mineral e excelente na atividade antioxidante, indicando seu potencial como um
alimento funcional neuroprotetor. O componente das bebidas CA, apresentou 6timos resultados
referente as propriedades neuroprotetoras avaliadas na esquiva inibitéria. Embora o
componente CA tenha prevenido a memoria no teste da esquiva inibitdria, ela ndo foi capaz de

prevenir a perda de memoria induzida pelo MK-801 no modelo de Zebrafish.

Os resultados obtidos com Zebrafish podem ndo ser diretamente aplicaveis a humanos
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devido as diferencas bioldgicas entre as espécies. Estudos adicionais em modelos mamiferos e
ensaios clinicos em humanos sdo necessarios para validar os achados. Embora a pesquisa tenha
focado em minerais e atividade antioxidante, outros compostos bioativos presentes nas bebidas
podem também contribuir para seus efeitos neuroprotetores € ndo foram explorados neste

estudo.

8 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

As bebidas a base de castanha de caju e coco, combinadas com maracujd e fermentadas
com a kombucha, podem ser exploradas para promover a sadde cognitiva e fornecer
antioxidantes e minerais essenciais. Com isso € importante conduzir estudos de longo prazo
para avaliar os efeitos continuos do consumo dessas bebidas na saude cognitiva, incluindo
possiveis efeitos adversos. Também € importante explorar o uso das bebidas fermentadas como
parte de intervengdes terapéuticas para prevenir ou retardar o declinio cognitivo em populacdes
em risco, como idosos ou individuos com predisposicdo genética para doengas
neurodegenerativas. Investigar a possibilidade de fortificar as bebidas com outros nutrientes ou
compostos neuroprotetores para aumentar ainda mais sua eficicia. Realizar estudos
aprofundados sobre os mecanismos moleculares e celulares pelos quais os componentes das
bebidas fermentadas exercem seus efeitos neuroprotetores e antioxidantes. Além disso, realizar
teste de andlise sensorial a fim de verificar a sua aceitagdo pelos consumidores. E utilizar os
dados de pesquisa para desenvolver e comercializar bebidas funcionais fermentadas como

opgoes saudaveis e terapéuticas no mercado de alimentos e bebidas.
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Certiicamos que o Projeto intituiado “Uso do Zebrafish (Danio rerio) como modelo
alternativo para Investigacdo do potencial farmacoldgico de produtos naturais e
sintéticos™ registrado sob o numero 04983945/2021, tendo como pesguisador principal Jane
Eire Silva Alencar de Menezes, esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo
Animal adotades pela Comissio de Etica para o Use de Animais da Universidade
Estadual do Ceara (CEUA — UECE). Este cerificado expira-se em 31 de dezembro de 2025.

CERTIFICATE

We hereby ceriify that the Project entitled “Use of febrafish (Danio rerio) as an alternative
model for Investigation of the pharmacological potential of natural and synthetic
products” registered with the protocol 04983945/2021, under the supervision of Jane Eire
Siiva Alencar de Menezes, is in agreement with Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation of Cearad State University
[CEUA — UECE). This certificate will expire on December 315, 2025.
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