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RESUMO

A kombucha ¢ uma bebida fermentada, originaria do leste asiatico, no qual em sua fabricagao
se utiliza uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras, conhecida como SCOBY. Dentre os
seus beneficios a saude, destacam-se a agdo antioxidante e a prevengdo a doengas
cardiovasculares, o que atraem pessoas que desejam um estilo de vida mais saudavel. No
entanto, hd poucos estudos que apontam os possiveis riscos a saude de sua ingestao cronica e
se o uso de residuos da agroindustria em sua saborizagao podem induzir alguma reagdo negativa
no organismo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial toxico das
kombuchas saborizadas com residuos de caju, maga e uva oriundos da agroindustria e de uma
kombucha tradicional em modelo in vivo de Danio rerio, em trés concentracgoes: 10, 100 e 1000
pg.mL!. Os resultados mostraram que para a kombucha tradicional na concentragio de 100
ug.mL!, houve mortalidades, no entanto analises dos outros parimetros, como morfologia,
desenvolvimento e deformacao indicam a auséncia de toxicidade. Todas as demais kombuchas
em todas as demais concentragdes apresentaram claros indicios de nao toxicidade, em todos os
parametros. Conclui-se que a saborizagao de kombuchas com residuos da agroindustria de caju,

manga e uva, ndo apresentou risco ou toxicidade para D. rerio.

Palavras-chave: Kombucha; Residuos; Toxicidade; FET; Danio rerio.



ABSTRACT

Kombucha is a fermented beverage originating in East Asia, whose production uses a symbiotic
culture of bacteria and yeasts known as SCOBY. Among its health benefits, its antioxidant
activity and the prevention of cardiovascular diseases stand out, which attract people seeking a
healthier lifestyle. However, there are few studies that address the possible health risks of its
chronic consumption and whether the use of agro-industrial residues in its flavoring may induce
any negative reactions in the body. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
toxic potential of kombuchas flavored with cashew, mango, and grape residues from the
agroindustry, as well as a traditional kombucha, using an in vivo Danio rerio model at three
concentrations: 10, 100, and 1000 pg-mL™". The results showed that for the traditional
kombucha at the concentration of 100 pg-mL™", there were mortalities; however, analyses of
other parameters, such as morphology, development, and deformities, indicated the absence of
toxicity. All other kombuchas, at all other concentrations, showed clear evidence of non-toxicity
across all parameters. It can be concluded that the flavoring of kombucha using residues derived
from the cashew, mango, and grape agroindustry did not pose any risk or exhibit toxicity to

Danio rerio.

Keywords: Kombucha; Residues; Toxicity; FET; Danio rerio.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
kombucha ¢ a bebida fermentada obtida através da respiracdo aerdbia e fermentacao anaerdbia
do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e agucares por cultura simbiotica
de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY - Symbiotic Culture of Bacteria
and Yeast) (Brasil, 2019).

Alguns estudos apontam para origem no nordeste da China, na regiao da Manchfria,
220 a.C., durante a dinastia Qin, onde era chamada de “cha da imortalidade” devido as suas
propriedades atribuidas de desintoxicagao e revitalizagdo do organismo. (Jayabalan et al., 2014;
Soares; De Lima; Reolon Schmidt, 2021)

Posteriormente, em 414 d.C., relatos indicam que o médico Kombu teria levado a
bebida ao Japao, utilizando-a como tratamento para distirbios digestivos do imperador Inkyo
(Jayabalan et al., 2014; Soares; De Lima; Reolon Schmidt, 2021).

A difusao do consumo expandiu-se por rotas comerciais, chegando a Russia, onde
recebeu diferentes denominacgdes locais como Cainiigrib e Kambucha, e mais tarde se espalhou
para outras regides do Leste Europeu e da Alemanha, onde passou a ser consumida com
frequéncia no inicio do século XX (Jayabalan et al., 2014; Nyhan et al., 2022).

Na Raussia, registros hospitalares da década de 1940, em Omsk, sugerem que o
consumo regular poderia contribuir para a melhora de condigdes inflamatorias, digestivas e
cardiovasculares, bem como auxiliar em casos de disenteria infantil, embora tais relatos
caregam de validagdo clinica rigorosa (Soares; De Lima; Reolon Schmidt, 2021)

No Ocidente, a popularizagdo contemporanea da kombucha se intensificou a partir
da década de 1990, em paralelo ao crescimento do mercado de alimentos funcionais e da
valorizag¢ao dos probidticos como promotores de saude (Kapp; Sumner, 2019; Soares; De Lima;
Reolon Schmidt, 2021).

Da mesma forma que a kombucha vem se popularizando, a preocupacdo com a
melhor reuso de residuos provenientes da agroinduastria vém ganhando contornos cada vez
relevantes.

Globalmente, 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos sdo desperdigcadas a cada ano,
representando um ter¢o do total de alimentos produzidos para consumo humano (Gautam et al.,
2022; Gongalves de Moura et al., 2017).

Aperda e o desperdicio de alimentos representam enormes custos socioeconomicos,

sendo que 8% da populacdo mundial ¢ afetada pela fome, conforme a ONU (2025). Sao
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exemplos desses o caju que desperdica cerca 80% de sua massa apds a extracao da castanha
(Biasoto et al., 2015), a manga cujo os principais residuos (casca e semente) representam cerca
de que cerca de 35 a 60 % do seu peso total (Carnaval; Jaiswal; Jaiswal, 2024) ou a uva que
gera 210 mil toneladas de residuos por ano, sendo apenas 3% deles aproveitados, geralmente
para adubo orgéanico ou ragdo animal (Filho; Queiroz; Lima, 2024).

Esses residuos contém uma variedade de substancias nutritivas, compostos
bioativos e materiais com boas capacidades de formacao de filmes, entre outros de grande
relevancia. A sintese de bioprodutos utilizando residuos agroindustriais como matéria-prima
esta alinhada com a tdo necessaria economia circular (Carnaval; Jaiswal; Jaiswal, 2024).

Alguns estudos propdem a reutilizacdo desses residuos, seja como ingredientes
alimentares, agregacao ou potencializacao de caracteristicas nutricionais, biocomponentes ou

geragdo energética, a tabela 1 resume algumas dessas pesquisas.

Tabela 1 — Compilados de estudos acerca da reutiliza¢do de residuos da agroindustria

Residuos Aplicacio Referéncia
Casca e semente de manga Biscoito funcionais Albaayit et al., (2024)
Bagaco do caju Biomassa e biopolimeros Barroso et al., (2025)
Bagago da uva Nanomateriais Baroi et al., (2023)

Fonte: proprio autor

Dessa forma, a utiliza¢do de residuos da agroindustria na produ¢ao de kombucha,
agrega valor ao residuo e a bebida, trazendo inovagdo e evitando desperdico. Sendo que,
normalmente sdo utilizados sucos de frutas para a saborizacao, no entanto ha residuos como
casca e semente que ainda trazem consigo alguns compostos bioativos (Fonteles et al., 2024).

Porém, apesar de apresentar vantagens a satde, sdo poucos os estudos sobre a
toxicidade da kombucha saborizadas com residuos alimenticios ou se seu uso cronico pode
inferir em algum efeito colateral. Ha casos clinicos relatados como Sannapaneni et al., (2023),
que reportou um caso de uma mulher, sem fatores de risco para doenga hepatica, que mostrou
que mais de 95% de necrose das células do figado retirada em uma bidpsia hepatica apos
ingestdo excessiva de kombucha por 3 meses.

Considerando a crescente relevancia econdmica da kombucha, especialmente
quando associada ao aproveitamento de residuos da agroindustria, torna-se fundamental a
realizagdo de estudos que avaliem seus efeitos e implicacdes, de modo a garantir a seguranca

do produto e a sustentabilidade desse modelo produtivo.



16

Nesse contexto, o zebrafish (Danio rerio) surge como ferramenta inicial para
avaliar potenciais efeitos associados ao consumo da bebida, pois uma de suas principais
caracteristicas ¢ similaridade gendmica entre o Danio rerio € o ser humano (Dubey; Ghosh;
Singh, 2022) com cerca de 87%, sendo ainda 70% de genes ortdlogos (que possuem origem de
ancestral em comum).

Morfologicamente, o zebrafish apresenta sistemas cardiovasculares, neuroldgicos,
digestivos e imunologicos comparaveis aos humanos, o que possibilita investigar potenciais
beneficios ou riscos da bebida em multiplos 6rgdos e sistemas (Bedell et al., 2025; Dubey;
Ghosh; Singh, 2022; Lawrence, 2007).

Os embrides de zebrafish sdo transparentes, o que permitindo observar em tempo
real alteracdes morfoldgicas e fisiologicas apos a exposi¢ao a kombucha, sendo que o seu ciclo
de desenvolvimento ¢ rapido (embrides formam sistemas basicos em 24h e atingem maturidade
sexual em 10 semanas), o que facilita estudos dindmicos e de alta produtividade (Lawrence,

2007).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar toxicidade aguda da kombucha tradicional (ndo saborizada) e das
kombuchas de caju (Anacardium occidentale), manga (Mangifera indica) e uva (Vitis vinifera)

saborizadas com residuos da agroindustria regional.

2.2 Objetivos Especificos

Sao objetivos especificos desse trabalho de conclusdo de curso:

e Verificar a toxicidade da kombucha tradicional (ndo saborizada) em
embrides e larvas de Danio rerio;

e Verificar a toxicidade da kombucha saborizada de manga em embrido e
larva de D. rerio;

e Verificar a toxicidade da kombucha saborizada de caju em embrido e larva
de D. rerio;

e Verificar a toxicidade da kombucha saborizada de uva em embrido e larva
de D. rerio;

e Processar os dados obtidos através do Fish Embryo Test (FET);
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3 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de toxicidade foram feitos seguindo o protocolo n° 236 da OECD, que
trata de toxicidade aguda em Danio rerio (OECD, 2025). Algumas adaptacdes foram feitas,

quando necessario.
2.1 Obtenc¢ao dos embrides

Os aquarios de reprodugdo foram preparados no Laboratorio de Biomateriais, do
departamento de Engenharia Metaltrgica e de Matérias (DEMM) da UFC, no final do dia, uma
hora apoés a ultima alimentagao dos espécimes (17h).

Os aquarios de reprodugao possuiam uma divisoria mével, no qual impossibilitava
o contato direito entre os adultos, machos e fémeas, semelhante a figura 1A. Em seguida, sdao
colocadas bolinhas de gude, até uma altura de aproximadamente 5 cm, a fim de evitar o
canibalismo dos ovulos liberados pelas fémeas — figura 1B (Lawrence, 2007).

Sao selecionados, para cada aquario de reproducao, trés machos e seis fémeas. O
critério de escolha dos machos foi o tamanho corporal, destacando-se os maiores; das fémeas,
as que apresentavam uma maior dilatacdo na regido pélvica, o que indica maior quantidade de

ovulos acumulados.

Figura 1 — Esquemas do aquario de reproducdo de Danio rerio.
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Fonte: Proprio Autor
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Apos essa selecdo, no dia seguinte, a divisoria foi removida com machos e fémeas
ficando em contato direito e isolado até o encerramento. Os embrides coletados foram
selecionados e filtrados pelo estagio de desenvolvimento para que o plaqueamento nao fosse

feito com embrides em estagio diversos.

2.2 Agua reconstituida

A 4gua reconstituida atua no FET como controle negativo e meio de dissolucdo das
amostras testadas, consiste em uma solu¢do de sais, proprias para o crescimento e
desenvolvimento dos embrides de D. rerio até a fase de larva.

Sua constitui¢cdo ¢ de 96 mg de NaHCO3, 60 mg de MgSQOs, 60 mg de CaSO4 2H,0
e 04 mg de KCl para 1 litro de dgua destilada.

Em &gua destilada, colocou-se, inicialmente, o NaHCO3 sob agitacdo magnética,
observando se todo o conteido de NaHCO3 foi completamente dissolvido, caso contrario
ocorreria precipitacdo das demais substancias que seriam inseridas, inviabilizando o meio de
cultura.

Ap6s a dissolugao do NaHCO3, colocou-se 0 MgSQy4, igualmente aguardando sua
dissolugdo completa, em seguida o CaSO* 2H,0 e por fim o KCI. Ao final do preparo da 4gua

reconstituida, o pH foi auferido e fixado em 7,3.

2.3 Pesticida

O controle positivo no FET foi o pesticida 3,4 dicloroanilina (DCA), na
concentracdo 4 mg.L™!, no qual possibilita que taxa de mortalidade entre 30 — 70%, além de
possibilitar observar claras deformagdes do miocardio e do saco vitelino.

O pesticida encontrava-se, originalmente, na forma de pastilhas, onde foram
pesadas e dissolvidas e alcool etilico absoluto PA (99,5%), até obter uma concentracdo de 10
mg.mL!, essa concentragio ¢ usada no Laboratério de Biomaterias do DEMM como solugio

estoque. Da solugdo estoque, foram preparados 50 mL do pesticida a 4 mg.L™".

2.4 Preparo e Dissoluc¢ao das Kombuchas
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As kombuchas foram preparadas e cedidas via colaboracdo para analise pelo
Laboratério de Biotecnologia, vinculado ao Departamento de Engenharia de Alimentos (DEAL)
da UFC, da Prof.®. Dra. Sueli Rodrigues (Linhares, 2024).

Os residuos de caju e manga foram oriundos da industria de processamento de sucos
e os residuos de uva sdo oriundos da industria de processamento de vinhos (Linhares, 2024).

As kombuchas encontravam-se originalmente na forma liquida, sendo que cada
uma das kombuchas (tradicional, manga, caju e uva) foram preparadas, pesando-se uma
aliquota e diluindo em 4gua reconstituida, a fim de se obter uma concentragcdo de 1000 pg.mL.
Dessa solucdo, foram feitas diluigdes seriadas, para obter-se as concentragdes de 100 e 10

pg.mL .
2.5 Plaqueamento

Foram usadas, para os experimentos, placas de cultivo de células de 24 pocos, no
qual foram atendidas a seguinte ordem:

a) uma placa exclusiva dedicada ao controle negativo (nC);

b) uma placa dedicada ao controle positivo (pC);

¢) uma placa para cada concentragao de cada amostra testada.

As cincos primeiras colunas da placa sdo reservadas ao ensaio de toxicidade,
expressas por numeros ‘1°, ‘2°, ‘3’, ‘4’ e 5’ na figura 2, e a ultima coluna foi reservada ao
controle interno de placa (iC), esse ultimo ¢ uma recomendac¢do do protocolo n® 236 da OECD,

para aferir a viabilidade da placa usada no experimento. Nao foi feito controle de solvente (sC).

Figura 2 — Esquema de distribui¢do de pogos e placas para FET

1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
1 :l 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 ; ; 4 4
1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
ic ic ic ic ic ic ic ic iC ic ic ic ic ic ic ic
5 5 5 5 nC nC ) nC)( nC pC pC { pC | pC sC sC |( sC sC
5 5 5 5 nC nC ) nC [ nC pC pC ( pC [ pC sC sC | sC [ sC
5 (-3 5 S nC nC ) nC)( nC pC pC ( pC | pC sC sC | sC [ sC
5 5 5 5 nC nC ) nC)( nC pC pC ( pC | pC sC sC |( sC | sC
5 5 5 5 nC nC ) nC)( nC pC pC ( pC ) pC sC sC | sC [ sC
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Fonte: Protocolo OECD n° 236 (OECD, 2025)
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Foi inserido em cada poco 2 mL da substincia testada na sua concentracao
especifica e no controle interno de placa, iguais 2 mL, Em seguida, a fim de aclimatar as
solugdes com a temperatura ideal, elas foram colocadas na incubadora Science Labor Zebrafish,

especifica para embrides de D. rerio, com controle de temperatura (28° C) e fotoperiodo de 12h.

2.6 Parametros observados

O FET tem uma duragao de 96h, com analises feitas em intervalos de 24h. Os dados
observados foram, rigorosamente, feitos na hora em que foi colocado os embrides nos pogos
das placas. Ex.: se os embrides foram colocados na placa por volta das 15h da tarde, os registros

de 24h, 48h, 72h e 96h foram feitos as 15h dos dias subsequentes.

2.6.1 Sobrevivéncia dos embrioes de D. rerio

O primeiro parametro observado foi a sobrevivéncia dos individuos que pdde ser
notada por movimento, coloracdo corporea e por batimentos cardiacos, sempre observando o
total de individuos que estavam sob teste, ou seja, nao se contou para as analises o controle de

placa e no controle negativo se considerou os 20 pocos.

2.6.2 Coagulados dos embrioes de D. rerio

O parametro de coagulacdo foi usado para a morte e mapeamento de uma possivel
toxicidade para a espécime naquele estagio de desenvolvimento.
A coagulacdo se caracteriza pelo embrido com uma coloracdo escura opaca,

semelhante a figura 3.
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Figura 3 — Embrido de D. rerio coagulado

Fonte: Protocolo OECD n° 236 (OECD, 2025)

Os embrides da D. rerio, de acordo com Braunbeck et al., (2005), geralmente

tendem a coagular até as 48h de ensaio de toxicidade.

2.6.3 Eclosdo dos embrioes de D. rerio

Nas condi¢des laboratoriais corretas, temperatura de 28 °C, a eclosdo ocorre entre
2,5 — 3 dias, apds a fertilizagdo, ¢ quando o embrido rompe as paredes do cdrion e fica livre no

poco (Lawrence, 2007). A eclosao foi utilizada como parametro cronoldgico de observacao.

2.6.4 Auséncia de formacdo de somito dos embrioes de D. rerio

O somito se forma nas primeiras 18 horas de vida do embrido (Braunbeck et al.,
2005), pode ser percebido por movimentos espontaneos no interior do coérion.

A auséncia de formacdo de somitos indica um comprometimento grave no
desenvolvimento embrionario, podendo resultar em malformagdes da musculatura esquelética,
coluna vertebral e 6rgaos associados, com sérias consequéncias para a viabilidade e morfologia
do embrido.

Na figura 4, exemplifica quatro possiveis cenarios sobre a auséncia ou presenga do
somito, em (a), embora com desenvolvimento retardado, mostra somitos bem desenvolvidos; o
embrido em (b) ndo mostra qualquer sinal de formac¢do de somitos. No embrido (c), com 48

horas, apesar de apresentar pronunciado edema do saco vitelino (*), mostra formacao distinta
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de somitos; na larva com 96 horas de idade representada em (d) ndo mostra nenhum sinal de
formagao de somitos. Observe também a curvatura da coluna vertebral (escoliose) ¢ o edema

pericardico (*) no embrido mostrado em (d).

Figura 4 — Imagens da presenca e auséncia do somito em embrides e larvas de D. rerio

Fonte: Protocolo OECD n° 236 (OECD, 2025).

2.6.5 Deformacgoes dos embrioes de D. rerio

Foram catalogados dois tipos de deformagdes: cauda e edemas. A primeira
caracterizada pela auséncia de retidao, geralmente associada a ndo formacao de somito.

O segundo tipo de deformagdo, edemas, foram divididos em dois tipos: miocardio
e saco vitelino. Na figura 5, apresenta larva com 96 horas, no qual apresenta dois tipos de
edemas: EM ¢ o edema do miocardio, cuja protuberancia, pela imagem, apresenta dimensdes
proxima a cabeca da larva; e YSE, edema do saco vitelino.

No peixe-zebra, o estudo de seu saco vitelino também ¢ um excelente modelo para
identificar perturbagdes toxicas na nutricdo embriondria precoce e possui potencial para revelar
explicagdes baseadas em mecanismos biologicos sobre as origens do desenvolvimento de

doencas (Sant; Timme-Laragy, 2018).
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Figura 5 — Larva de 96 horas com edemas no miocérdio e no saco vitelino

B T e
S - S P v .

Fonte: Proprio autor

2.6.7 Morfologia e estatistica

Para as andlises morfologicas foram realizadas fotos de um unico individuo, sendo
esse 0 mais representativo do grupo, por placa, em 24h e 96h, sempre no mesmo horario em
que os embrides foram postos nas placas.

Foram registradas, nas 96h, imagens de todos os espécimes vivos em todas as placas
individualmente, para que com o auxilio do software Imagel (versao 1,54g), fossem medidos
os tamanhos corporais e de saco vitelino.

Para a estatistica, foi aplicado teste de variancia anova, com significancia 5% aos
dados de sobrevivéncia e medidas (corpdreas e de saco vitelino) e caso fosse identificada

diferenca significativa entre as amostragens, aplicou-se teste de Tukey.
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3 RESULTADOS

3.1 Kombucha Tradicional

No Gréfico 1, mostra os valores da 4gua reconstituida (controle negativo), pesticida
DCA [4 mg.L '] (controle positivo) e as trés concentracdes da kombucha tradicional.

E possivel observar que os embrides em contato com a 4gua reconstituida se
mantiveram, ao longo das 96 h, sem mortalidade, preservando a média total de sobreviventes.
Por esse motivo, ndo foi observado desvio padrdo, indicando similaridade entre as triplicatas
analisadas.

Ja os embrides expostos ao pesticida apresentaram, apés 48 h, uma redugdo nos
valores de sobrevivéncia, atingindo ao final do experimento uma média de aproximadamente 7

(sete) individuos, o que corresponde a 35%.

Grafico 1 — Taxa de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a kombucha tradicional
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Fonte: Proprio autor

A kombucha tradicional, nas concentracdes de 10 e 1000 pg.mL™!, apresentou
resultados finais proximos ao que foi observado na agua reconstituida, ambas com médias 19
individuos vivos, cerca de 95%. No entanto, a concentracdo intermedidria (100 pg-mL™")
apresentou, apos 48 h, uma reducao nos valores de sobrevivéncia, com média aproximada de

16 larvas vivas (80%) em 72 h e 15 larvas (75%) ao final de 96 h.
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O parametro seguinte ¢ o de eclosdo visto por meio do grafico 2, no qual as
observagdes foram realizadas apds 24 h. Os embrides submetidos & 4gua reconstituida, ja nas
72 h de exposicao, apresentaram 100% de eclosdo, quanto ao pesticida, a média, ao final das

96 h, ndo superou 5 eclosdes (25%).

Grafico 2 — Média de eclosdo de embrides de zebrafish expostos & kombucha tradicional
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Fonte: Proprio autor

Sobre a taxa de eclosdo nas concentragdes de kombucha tradicional, em 10 pg.mL"
!, observou-se a maior média, aproximadamente 19 eclodidos (95%); em 100 pg.mL™!, houve a
menor média observada: 18 eclosdes (90%), provavelmente associada a mortalidade vista no
grafico 1; e em 1000 pg.mL’!, resultado semelhante ao que foi observado na menor
concentracao.

Sobre as deformagdes, o grafico 3 revela que o controle da agua reconstituida nao
apresentou deformagdes e no controle do pesticida houve deformacgdes crescentes ao longo do
experimento, chegando nas 72 h ao valor de aproximadamente 16 larvas deformadas, um valor

de referente a 80%.
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Grafico 3 — Taxa de deformacdes de embrides de zebrafish expostos a kombucha tradicional
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Fonte: Proprio autor

Sobre as concentracdes da amostra, assemelharam-se ao que foi constatado no
controle negativo, sendo que na concentragdo de 100 pg.mL!, a que apresentou maior niumero
de deformagoes, ndo superou 5% dos embrides expostos.

As médias dos comprimentos de corpo e de saco vitelino revelaram outra
similaridade entre as amostras de kombucha tradicional com o controle da 4gua reconstituida,

bem como evidenciaram uma diferenca com o controle do pesticida.
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Grafico 4 — Comprimentos (mm) do corpo e do saco vitelino das larvas de zebrafish apos 96 h
de exposicdo a kombucha tradicional
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Entre as concentragdes, os valores corporais ultrapassaram o 3,20 mm de
comprimento, no entanto nao foram maiores do que a média observada no controle negativo da
agua reconstituida (3,32 mm), porém foram 0,74 mm maior, em comparagdo a menor média
levantada (1000 pg.mL™! — 3,21 mm) e o controle positivo do pesticida.

Sobre o saco vitelino, nenhuma concentragao ficou baixo do valor médio do
pesticida, porém na concentragio de 100 pg.mL ! a média foi superior ao observado no controle
negativo.

A figura 6 mostra a analise morfoldgica feita entre os espécimes testados em ambos
os controles e os submetidos a kombucha tradicional. Nas Figuras 6A e 6B, observa-se o
embrido (24h) e a larva (96h) expostos a agua reconstituida, ndo ha presenga de deformagdes
ou edemas; ha pigmentacao caracteristica da espécie; olhos presentes; e cauda reta.

Na figura 6C, nota-se um tamanho reduzido do embrido submetido ao DCA,
embora haja pigmentagdo. J& na figura 6D, a larva mostra um comprimento menor do que o
visto figura 6B, ha também a presenc¢a de edemas do pericardio (PE), edemas do saco vitelino

(YSE) e deformacao de cauda torta (DT).
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Figura 6 — Morfologia dos embrides e larvas de D. rerio expostos a kombucha tradicional
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Fonte: Proprio autor. Barra: A, B, C, D, E, F, G, H, I e J: 500 um

Nas figuras 6E, 6G e 61, ndo ha diferencas visiveis entre eles, ou seja, ndo ha
diferenga entre os embrides expostos as diferentes concentracdes da kombucha, bem como ha
similaridade entre esses com a figura 6A. Tal padrdo se repete também para as larvas com 96h,
nas figuras 6F, 6H e 6J, ha semelhangas de tamanho, pigmentacao, formagao dos olhos e retidao

da cauda, tal qual como visto na figura 6B.

3.2 Kombucha Saborizada com residuos de caju
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Os resultados do FET com a kombucha saborizada de caju mostraram, através do
grafico 5, que as taxas de sobrevivéncia dos embrides de D. rerio, tiveram uma maior
proximidade de valores entre as trés concentragdes e entre essas € o controle da agua

reconstituida.

Grafico 5 — Taxa de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
de caju
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A menor média observada foi na concentragio de 100 pg.mL’!, com uma
porcentagem de 98,5% de sobreviventes, sendo que nas concentragdes de 10 e 1000 pg.mL!,
houve 100% de sobrevivéncia.

Essa alta taxa de sobrevivéncia também impulsionou os valores de eclosao,

conforme o grafico 6, abaixo.
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Grafico 6 — Média de eclosao de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada de

caju
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E possivel observar que ja nas 48 h de ensaio, todas concentragdes da kombucha

saborizada de caju apresentaram valores médios de eclosdo superiores ao controle da agua

reconstituida. Em 72 h, os valores do controle negativo e das concentragcdes eram

estatisticamente iguais (Anova, p > 0,05), com um desvio padrao de 0,3.

nas concentracdes testadas,

concentragio de 100 pg.mL™".

Ja as deformagdes para essa kombucha, conforme o grafico 7, ndo ultrapassaram,

02 individuos (10%), tendo o maior valor registrado na
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Grafico 7 — Taxa de deformagdes de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada de

caju
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Os tamanhos corporais e de saco vitelino tiveram resultados proximos ao observado

no controle negativo, com destaque a concentra¢do de 10 pg.mL"!, no qual teve um valor médio

corporeo superior, no entanto o tamanho do saco vitelino foi inferior.

Grafico 8 — Comprimentos (mm) do corpo e do saco vitelino das larvas de zebrafish ap6s 96 h
de exposicdo a kombucha saborizada de caju
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As andlises morfologicas (figura 7) demonstraram que, em todas as concentragdes
avaliadas, as estruturas tipicas da larva de D. rerio estavam presentes e bem organizadas. Os
resultados obtidos se aproximaram do que foi observado no controle negativo e se distanciaram
do controle positivo, evidenciando condi¢des normais de desenvolvimento.

Observou-se auséncia de edemas, tanto no miocardio quanto no saco vitelino, além
de um tamanho corpdreo compativel com a espécie e com o estagio de desenvolvimento
esperado. A estrutura ocular manteve-se integra e sem deformacgdes aparentes, a pigmentacao
apresentou-se adequada e a cauda permaneceu retilinea, reforgando a auséncia de alteracdes

morfolodgicas relevantes.

Figura 7 — Morfologia dos embrides e larvas de D. rerio expostos a kombucha saborizada de
caju
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3.3 Kombucha saborizada com residuos de manga

A kombucha saborizada de manga obteve resultados proximos ao que foi observado
também na kombucha saborizada de caju. E possivel observar semelhangas numéricas entre o
grafico 9 e o grafico 5 — Taxa de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a kombucha
saborizada de caju, ou seja, similaridade entre as concentragdes e o controle negativo, tanto que

os valores sdo iguais, para as trés concentragoes.

Grafico 9 — Taxa de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
de manga
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Fonte: Proprio autor

No entanto esse paralelo entre as duas kombuchas nao se estende a eclosao, pois na
concentracdo de 1000 pg.mL! da kombucha saborizada de manga, as médias das triplicatas
vistas no grafico 10, mostram que ndo houve a totalidade de eclosdo, diferentemente das

concentracoes inferiores.
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Grafico 10 — Taxa de eclosdo de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada de
manga
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As taxas de deformagdo nessa amostra mostraram, por meio do grafico 11, que na
concentracdo de 10 pg.mL!, houve a maior média de deformagdo entre todas as kombuchas

testadas, um valor médio acima de 10%.

Grafico 11 — Taxa de deformagdes de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
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E sobre grafico 12, os comprimentos corporais e de saco, o destaque vai para a
crescente média de tamanho corporal observado com o aumento da concentragao: 3,08, 3,12 ¢
3,25 mm para 10, 100 e 1000 pg.mL™! e o inverso disso para tamanho do saco vitelino, que

obteve em todas as concentragdes valores maiores que o observado no controle negativo.

Grafico 12 — Comprimentos (mm) do corpo e do saco vitelino das larvas de zebrafish apos 96

h de exposicdo a kombucha saborizada de manga
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Fonte: Proprio autor.

As analises morfoldgicas dos espécimes submetidos a essa kombucha indicaram
novamente, similaridade entre o controle negativo e as concentragdes testadas, com

caracteristicas do estado larval presentes em todas as concentracdes.
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Figura 8 — Morfologia dos embrides e larvas de D. rerio expostos a kombucha saborizada de
manga
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Fonte: Proprio autor. Barra: A, B, C, D, E, F, G, H, I e J: 500 um

3.4 Kombucha saborizada com residuos de uva

A kombucha saborizada de uva, foi a inica testada cujo os valores de sobrevivéncia
média ndo alcangaram 100% em nenhuma das concentragdes. No entanto, os valores ainda estdo

acima dos 19 sobreviventes (95%), conforme o grafico 13.
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Grafico 13 — Taxa de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
de uva
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Tal qual foi a taxa de sobrevivéncia, as taxas de eclosdo para essa amostra em
nenhuma concentracao tiveram valores totais. O grafico 14 mostra que a eclosao foi acima dos

95% em todas as concentragoes.

Grafico 14 — Taxa de deformacgdes de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
de uva
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Quanto as deformacdes, grafico 15, apenas a concentracdo de 100 ug.mL™! obteve

resultados, esse ndo totalizando uma unidade inteira.

Grafico 15 — Taxa de deformagdes de embrides de zebrafish expostos a kombucha saborizada
de uva
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Fonte: Proprio autor

Os tamanhos corporais das larvas expostas a essa kombucha nao tiveram resultados
destoantes ao que foi observado nas demais amostras, o ponto de destaque ¢ o tamanho de saco
vitelino da concentracio de 10 pg.mL! que ficou numericamente igual ao do controle positivo

e as demais concentracdes ficaram abaixo do controle negativo.
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Grafico 16 — Comprimentos (mm) do corpo e do saco vitelino das larvas de zebrafish apos 96
h de exposicao a kombucha saborizada de uva
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Fonte: Proprio autor.

E o comparativo morfolégico dessa kombucha com os controles mostra que, assim
como todas as demais kombuchas houve uma semelhanga entre o controle negativo, suas
caracteristicas e estruturas, com as concentragdes testadas, sem a presenca de deformacdes

como ¢ visto no controle positivo.
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Figura 9 — Morfologia dos embrides e larvas de D. rerio expostos a kombucha saborizada de
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3.5 Estatistica

A andlise de variancia — Anova identificou haver entre os 14 grupos testados, uma
diferenca significativa da sobrevivéncia das larvas de zebrafish, apos 96 h de ensaio de
toxicidade, conforme a Tabela 2. E possivel notar que a razdo da Média Quadratica (MQ) ‘Entre
Grupos’ por ‘Dentro dos Grupos’, resultou no valor F de 26,89, maior do que o F critico, valor
limite obtido na tabela de distribuicao F para o nivel de significancia de 5%, considerando os

mesmos graus de liberdade da anélise.
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Tabela 2 — Teste de Variancia Anova aplicada sobre valores de sobrevivéncia de larvas de
zebrafish com 96 h de exposi¢do, com significAncia de 5%

Fonte: Proprio autor

Fonte da variacao sQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 457,8095 13|35,21612 | 26,89231 | 2,20726E-12 | 2,088929
Dentro dos grupos 36,66667 2811,309524

Total 494,4762 41

O teste Tukey, aplicado em sequéncia sobre os mesmos dados, revelou quais grupos

apresentaram diferenca significativa. A tabela 3 mostra os 14 grupos testados, as médias das

triplicatas de sobrevivéncia ap6s 96 h de ensaio e quais os grupos estatisticos foram agrupados.

Tabela 3 - Agrupamento estatistico das larvas sobreviventes com 96 h dos 14
tratamentos pelo teste de Tukey apos ANOVA de fator tinico (p < 0,05)

Amostra Média Grupo Estatistico *
Agua reconstituida 20,0 C
3,4 - dicloroanilina 4 mg.L™! 7,3 a
Komb. Tradicional 10 pg-mL™! 19,0 C
Komb. Tradicional 100 pg-mL™" 15,3 b
Komb. Tradicional 1000 pg.mL™ 19,0 C
Komb. Caju 10 pg.mL™* 20,0 C
Komb. Caju 100 ug.mL™! 19,7 C
Komb. Caju 1000 pg.mL™! 20,0 C
Komb. Manga 10 pg.mL™! 20,0 C
Komb. Manga 100 ug.mL™" 19,7 C
Komb. Manga 1000 pg.mL™* 20,0 C
Komb. Uva 10 pg.mL™! 19,3 C
Komb. Uva 100 pg.mL™ 19,7 C
Komb. Uva 1000 pg.mL™! 19,7 Cc

Fonte: Proprio Autor. (¥) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Os tratamentos foram agrupados em trés categorias estatisticamente distintas, em

razao do teste de Tukey (DMS = 3,422; p < 0,05). O controle positivo (3,4-dicloroanilina)

apresentou valores significativamente menores de sobrevivéncia quando comparado a todos os

demais tratamentos (grupo a). A kombucha tradicional na concentracao de 100 pg/mL formou

um grupo intermediario (b), apresentando redugao significativa em relagao ao controle negativo

e as demais concentragdes testadas. Todos os demais tratamentos permaneceram no mesmo

grupo estatistico (c), indicando auséncia de diferenga significativa entre si e comportamento

semelhante ao controle negativo.
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4 DISCUSSAO

4.1 Kombucha tradicional

Os resultados de todas as concentragdes revelam um primeiro indicio de auséncia
de toxicidade aguda para D. rerio, no entanto, cabe ponderacdo na concentracdo da kombucha
tradicional de 100 pg.mL™".

O controle positivo apresentou o comportamento ja esperado, pois as consequéncias
do DCA em embrides de peixe-zebra, como efeitos teratogénicos, atrasos de desenvolvimento,
alteragdes protedmicas e mortalidade (Vieira et al., 2020) ja s3o conhecidos, sendo a
mortalidade minima de 30% um dos parametros de validade do FET (OECD, 2025).

Existem semelhancas entre os resultados e outros estudos sobre toxicidade da
kombucha em modelos animais, Nogueira et al. (2025) mostrou que em ratos, com uma
administra¢do didria de kombucha por 28 dias ndo foi observada mortalidades ou deformacdes.

Em outra pesquisa, com o mesmo modelo animal citado, mostrou-se que, além de
nao causar mortalidades, a kombucha nao provocou danos teciduais irreversiveis ao figado e
aos rins, corroborando com os resultados apresentados nesse trabalho de conclusdo (Leitdo;
Silva; Gondim, 2023), esse resultado diverge do caso clinico visto por Sannapaneni et al.,
(2023), refor¢cando o fato de que o provavel efeito toxico observado nao seja atribuido a bebida,
mas ao seu uso equivocado ou erros que ndo levam em conta os parametros de identidade e
qualidade (Cavicchia; Almeida, 2024).

Revisdes sobre kombucha também apontam sempre para os beneficios e auséncias
de efeitos toxicos ou danosos (Medeiros; Cechinel-Zanchetti, 2019), o que refor¢a os dados
visto nesse trabalho.

Sobre a concentracdo de 100 ug.mL"'. Uma hipdtese que pode explicar algumas
dessas mortalidades na dose intermedidria pode ser uma resposta ndo monotdnica a dose. Em
toxicologia, a 16gica classica ¢ que com o aumento da dose ocorra o aumento da letalidade, ou
seja as respostas de dose lineares sdo observadas quando a resposta bioldgica aumenta (ou
diminui) a uma taxa constante ao longo da faixa de doses testadas (Fig. 10A) (Vandenberg;
Blumberg, 2018).

No entanto, respostas bioldgicas estritamente lineares sdo raras na natureza, o mais
comum, como aponta Vandenberg; Blumberg, (2018) sdo curvas logaritmicas (sigmoides) e

dentro das curvas, ha um trecho linear (Fig. 10B).
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Todavia, a hipotese levantada na kombucha tradicional em sua concentragdo de 100
pg.mL! é o que se vé na figura 10C, um formato de U, onde uma faixa de concentragio
apresentara resultados divergentes as outras duas concentracdes de extremidade, nas quais

apresentam valores iguais ou proximos ao controle.

Figura 10 — Exemplos de diferentes curvas de dose-resposta.
)

(B)

(©)

dose
D)

dose

Fonte: Vandenberg; Blumberg, (2018). (A) Uma relagdo linear entre dose e efeito. (B) Uma curva dose—resposta
sigmoide. Observe a presenca da fase linear indicada. (C) Uma resposta a dose ndo monotdnica. Este exemplo
também poderia ser descrito como “bifasico” ou em forma de U. (D) Uma curva dose-resposta multifasica.
[Traduzido pelo autor]
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Se observamos também alguns exemplos de tabelas, nos quais os dados
apresentaram toxicidade com um comportamento ndo monotdnico, vemos que na figura 11A,

ha uma estrita semelhan¢a com o Grafico 1 de taxa de sobrevivéncia da kombucha tradicional

Figura 11 — Exemplos de tabelas de dados de ndo monotoxicidade.

(A) 1 | *
I
|
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(B) * |
| T
I
! *
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©) I * |
I * T
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control A B C

Fonte: Vandenberg; Blumberg, (2018). (A) uma dose baixa ou moderada ¢ significativamente diferente do controle,
mas uma dose alta ndo ¢. (B) Uma dose baixa ou moderada ¢é significativamente diferente do controle, e doses
mais altas também sdo significativamente diferentes do controle, mas devido a uma resposta na direcdo oposta. (C)
Uma dose baixa ou moderada ¢ significativamente diferente do controle ¢ uma dose mais alta também ¢
significativamente diferente da dose baixa, com uma resposta na direg¢do oposta. [Traduzido pelo autor]

O presente padrao observado pode ser interpretado a luz do arcabougo proposto
pela European Food Safety Authority (EFSA) (Beausoleil et al., 2016), que estabelece seis
pontos para a caracterizagdo de respostas dose-resposta ndo monotOnicas: a) evidéncia
estatistica de efeito dependente da dose; b) consisténcia interna entre réplicas; ¢) plausibilidade
bioldgica do fendmeno; d) exclusdo razodvel de artefatos experimentais; €) coeréncia com
outros desfechos ou com a literatura disponivel; e f) relevancia toxicologica do efeito observado.

Apoiando-se estritamente nesses critérios expostos, os resultados obtidos neste
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estudo sdo compativeis com uma dose—resposta ndo monotonica (DRNM). Porém, para a EFSA,
uma resposta ndo monotdnica recomenda um maior nimero de doses da amostra (>5) esse piso
de doses por amostra filtrou muitos casos, ora apontados como DRMN, como foi possivel
observar em Van der Most; Rietjens; Van den Brink, (2024) em sua revisdao sobre nao
monotoxicidade da dose resposta e Varret et al., (2018), que chegou a reduzir para 10, um total
de 179 conjuntos de dados sobre DRNM.

Ainda que os resultados sobre a kombucha tradicional em 100 pg.mL"! tenham sido
diferentes de todas as demais concentragdes e amostras, os demais parametros verificados
(eclosdao, deformagdo, comprimento e morfologia) sustentam a ndo toxicidade dessa

concentracao.

4.2 Kombucha saborizada com caju

Sobre a kombucha saborizada de caju, os resultados obtidos no ensaio FET indicam
que essa ndo induziu efeitos toxicos em embrides de D. rerio, considerando pontos apresentados
nos graficos 5, 6, 7 e 8 e na figura 7, sobrevivéncia, desenvolvimento e morfologia,
respectivamente.

Esses achados sugerem que a incorporagdo de residuos agroindustriais, aliada ao
processo fermentativo, ndo comprometeu a seguranca biologica do produto nas condigdes
avaliadas. Os resultados sdo similares ao que foi visto por Asmawati et al., (2021) que
comprovou que a ingestao subaguda (28 dias) do suco do caju ndo provocou efeitos toxicos e
reduziu teores de colesterol em ratos.

Também em ratos, Da Silva et al., (2020) estudou a seguranca do consumo oral de
um extrato enriquecido com carotenoides e acidos anacardicos a partir de residuos de caju, nos
quais ndo houve em 30 dias a indugao de efeitos toxicos ou mutagénicos.

Miguel et al., (2025) também mostrou, por meio do FET, que ¢ seguro o consumo
o suco de caju processado por plasma-frio, bem como observou que essa matriz alimentar se
mantém segura para o consumo quando submetida a outros processamentos (ultrassom) e
testada em outros modelos in vivo, como da Artemia salina (Miguel et al., 2023). Ambos os
trabalhos reforcam o uso dessa matriz alimentar em diferentes campos de aplicacdo tecnologica.

Sousa et al., (2021) analisou a atividade antimicrobiana e a toxicidade de um extrato
de caju feito de fibras residuais por meio do FET e, como esse trabalho de conclusdo de curso,
comprovou nao haver toxicidade dessa matriz alimentar em D. rerio. Esses resultados sao

reforcados por Aslam et al., (2024) afirmando que aplicagdes de residuos traz beneficios
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antioxidantes, antimicrobianos e anticolesterol.

4.3 Kombucha saborizada com manga

Quanto a kombucha saborizada de manga, assim como a kombucha saborizada de
caju, os resultados de todos os pardmetros abordados apontam para a auséncia de toxicidade
dessa kombucha em embrides de D. rerio, o que reforga a possibilidade de consumo.

Esses resultados complementam a pesquisa de Azara et al., (2025) cujo utilizacao
de farinha de casca de manga resultou em aumento significativo de compostos fenolicos e
atividade antioxidante, sem indicios de toxicidade microbioldgica. Léscaris et al., (2020)
também utilizou farinha para mostrar que houve atividade antimicrobiana contra Bacilus cereus,
Escherichia coli e Salmonella Enteretidis demonstrando que essas farinhas podem ser utilizadas
como fonte de enriquecimento e os seus extratos podem ser utilizados como conservante de
modo a aumentar a vida 1til dos alimentos.

Ja Aziz et al., (2023), mostrou também que a infusdo de polpa de manga em
diferentes matrizes de cha mantém padrdes fisico-quimicos adequados, reforgando a viabilidade
tecnoldgica e nutricional do produto. Esses resultados sustentam a caracterizagdo da bebida
como funcional e apta para consumo humano, sem riscos associados a toxicidade.

Pesquisas demonstram a viabilidade do uso de residuos de manga na producao de
novos alimentos funcionais. O aumento de compostos bioativos aliado a auséncia de toxicidade
confirma a aplicabilidade industrial e nutricional da kombucha de manga. Esses resultados

corroboram a andlise FET, validando sua seguranca e beneficios a satde.

4.4 Kombucha saborizada com uva

A tultima kombucha analisada foi a saborizada de uva, no qual ndo houve
divergéncia de resultados das outras kombuchas saborizadas, indicando a ndo toxicidade para
embrides de D. rerio.

Em paralelo ao que ja foi visto nas demais matrizes alimentares abordadas nesse
trabalho, hd também um paralelo entre os resultados obtidos com pesquisas envolvendo
kombucha de uva, como Barakat et al., (2024) que elaborou uma kombucha a partir do bagaco
da uva, oriunda da industria de vinhos, cujo o potencial antioxidante aumento em 100%, bem
como aumentos de 50 a 75% nas atividades anti-inflamatodrias e antidiabéticas.

Em Ayed; Ben Abid; Hamdji, (2017), produziu-se uma kombucha de uva vermelha
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demonstrou atividade antibacteriana contra todas as bactérias testadas, muito provavelmente ao
aumento da producdo de acido acético, mas também a biossintese de outros metabdlitos durante
o processo de fermentacdo, tendo ainda a bebida fermentada de 6 dias uma alta aceitagdo do

consumidor.

5 CONCLUSAO

Os resultados sobre a kombucha tradicional mostraram que em suas concentragoes
ndo apresentaram claros indicios de toxicidade para D. rerio, seja pela mortalidade apresentada,
seja pelos demais fatores como eclosdo, ou seja, desenvolvimento, deformacdes, medigdes
corporeas e analise morfologica que em todos esses parametros, o que confirme sua viabilidade
de uso e comercializagao.

Sobre kombucha tradicional em 100 pg.mL’1, medi¢des e analises morfoldgicas
(deformagdes, comprimento de corpo e saco vitelino) indicam uma semelhanga entre o controle
negativo e essa amostra, que faz deduzir uma provavel auséncia de toxicidade. Sendo valida
também uma investigacao acerca efeito dose resposta.

As demais kombuchas saborizadas, caju, manga e uva, tiveram em todos os seus
parametros semelhanca com o controle negativo, fortalecendo a tese de que nao ha toxicidade
dessas amostras, nas concentracdes testada, para D, rerio. Tais resultados mostram a seguranga
alimentar dessa bebida e viabilidade para uma futura comercializagdo desse produto, o que

ressignificaria a destinagdo dos residuos dessas matrizes.
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