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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto da clarificacdo e da
concentracdo de inoculo na cinética de crescimento e na producdo de metabdlitos
durante a fermentacdo latica de sucos de goiaba, manga e maracuja, utilizando
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 como cultura iniciadora. Os sucos foram
submetidos a clarificagdo por meio de agar-agar e inoculados com diferentes
concentracfes de microrganismos (5%, 7,5% e 10% v/v). A viabilidade celular, o pH, a
producédo de acido latico e o perfil de agucares fermentaveis foram monitorados ao longo
do processo fermentativo. Os resultados demonstraram que a clarificacdo impactou a
cinética de crescimento e a producdo de metabdlitos. A concentracdo de indculo
mostrou-se um fator determinante para a producao de acido latico, com valores maximos
de 4 g/L no suco de maracuja nao clarificado inoculado com 10% de in6culo. O suco de
maracuja apresentou maior susceptibilidade a fermentacao, evidenciada por reducdes
mais acentuadas do pH e maior producéo de acido latico. A analise do perfil de acucares
fermentaveis revelou variacdes entre os diferentes tratamentos, com maior consumo de
glicose e frutose nos sucos clarificados e inoculados com maiores concentragdes de
microrganismos. Os resultados obtidos demonstram o potencial da fermentacéo latica
de sucos de frutas como estratégia para o desenvolvimento de novos alimentos
funcionais, enriquecidos com probioticos e prebidticos. A clarificacdo sugeriu que a
presenca de solidos em suspensado pode afetar a disponibilidade de nutrientes para o
microrganismo. A concentracdo de indculo mostrou-se um fator crucial para a producgéo
de &cido latico, indicando que uma maior quantidade de células viaveis no inicio da
fermentacdo resulta em uma maior taxa de producdo de metabdlitos. Os resultados
deste estudo contribuem para o avanco do conhecimento sobre a fermentacéo latica de
sucos de frutas e demonstram a viabilidade da producéo de bebidas probidticas a partir
de fontes naturais. No entanto, sdo necessarias investigacdes mais aprofundadas para
otimizar o processo fermentativo e avaliar a estabilidade dos produtos sob diferentes
condi¢Bes de armazenamento. A caracterizagdo completa do perfil sensorial e nutricional
dos produtos fermentados, bem como a avaliagcdo de seus efeitos benéficos na saude
humana, sdo aspectos importantes para o desenvolvimento de novos produtos com

potencial comercial.

Palavras-chave: Fermentacdo latica; sucos de frutas; Lacticaseibacillus rhamnosus,
clarificacdo; inoculo.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the impact of inoculum clarification and
concentration on growth kinetics and metabolite production during lactic fermentation
of guava, mango and passion fruit juices, using Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC
7469 as initiator culture. The juices were submitted to clarification by agar-agar and
inoculated with different concentrations of microorganisms (5%, 7.5% and 10% v/v).
Cell viability, pH, lactic acid production and fermentable sugars profile were monitored
throughout the fermentation process. The results showed that clarification impacted
growth kinetics and metabolite production. The inoculum concentration proved to be a
determining factor for the production of lactic acid, with maximum values of 4 g/L in the
unclarified passion fruit juice inoculated with 10% inoculum. Passion fruit juice showed
greater susceptibility to fermentation, evidenced by more accentuated reductions in pH
and higher lactic acid production. The analysis of the fermentable sugars profile
revealed variations between the different treatments, with higher consumption of
glucose and fructose in the clarified and inoculated juices with higher concentrations of
microorganisms. The results obtained demonstrate the potential of lactic fermentation
of fruit juices as a strategy for the development of new functional foods, enriched with
probiotics and prebiotics. The clarification suggested that the presence of suspended
solids may affect the availability of nutrients to the microorganism. The inoculum
concentration was shown to be a crucial factor for lactic acid production, indicating that
a higher amount of viable cells at the beginning of fermentation results in a higher rate
of metabolite production. The results of this study contribute to the advancement of
knowledge about the lactic fermentation of fruit juices and demonstrate the feasibility of
producing probiotic beverages from natural sources. However, further investigations are
needed to optimize the fermentation process and evaluate the stability of the products
under different storage conditions. The complete characterization of the sensory and
nutritional profile of fermented products, as well as the evaluation of their beneficial
effects on human health, are important aspects for the development of new products

with commercial potential.

Keywords: Lactic fermentation; fruit juices; Lacticaseibacillus rhamnosus, clarification;
Inoculum.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas (Alves et al., 2024; Brazilian
Farmers, 2024), com o nordeste do pais apresentando um grande volume de producgéo
de cerca de 9,7 milhGes de toneladas em 2022 (Brazilian Farmers, 2024). Frutas como
goiaba, manga e maracuja sao cultivadas em larga escala, com nimeros expressivos
de producdo em 2022: 564.764 toneladas de goiaba, 697.859 toneladas de maracuja
e 1.546.375 toneladas de manga (IBGE, 2023). No caso do maracuja, o Brasil esta em
primeiro lugar na producao, respondendo por 70% de toda a safra mundial (Brazilian
Farmers, 2024). Além de seu valor nutricional, essas frutas sdo amplamente aceitas
pelos consumidores, oferecendo beneficios a salde devido as suas vitaminas, minerais
e antioxidantes (Teshome, 2023). Nesse sentido, 0s sucos de frutas surgem como uma
alternativa promissora para a obtencdo de produtos probidticos, sendo ricos em
nutrientes, sais minerais, compostos bioativos, antioxidantes, vitaminas e fibras que
sdo utilizadas pelos microrganismos no processo fermentativo, gerando metabdlitos
como &cido latico. Neste sentido, sédo indicados para consumidores com intolerancias
alimentares como o leite, por exemplo (Putnik et al., 2020).

Um alimento com alegacéo funcional para ser aceito depende dos beneficios
associados a saude e ao sabor. A goiaba é fonte de vitamina C, potassio, célcio e
magnésio, além do licopeno, que é um composto bioativo associado a prevencao do
cancer de prostata. A manga é rica em fibras, auxilia no sistema imunologico, possui
vitaminas A e C que auxiliam na prevencdo de doencas. O maracuja, por sua vez, €
rico em vitaminas, minerais e antioxidantes. Assim, com base nas caracteristicas
nutricionais, econdmicas e de consumo destas frutas, pode-se ressaltar que possuem
um valor muitas vezes acessivel e podem ser encontradas em todo o territério nacional
(Costa, 2019).

Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 tem despertado crescente interesse
em pesquisas recentes, principalmente em relacdo a sua viabilidade e aplicacdo em
produtos néo lacteos, como sucos fermentados (Farias et al., 2016; Santos Filho et al.,
2019, Mendes et al., 2023; Santos et al., 2023). Esses estudos mostram sua eficacia
em sucos fermentados a base de goiaba, acerola, maracuja amarelo e maracuja da
Caatinga, bem como a influéncia de aditivos como pectina e sacarose em sua
sobrevivéncia e viabilidade em bebidas simbidticas (Barros, 2020; Santos et al., 2023).
Esses esfor¢os continuos indicam um potencial promissor para o uso de L. rhamnosus
ATCC 7469 em novas formulacdes de alimentos probioticos, oferecendo novas
perspectivas e adaptacOes significativas as diversas condicbes de producédo e

consumo. O processo de clarificagdo na producdo de sucos clarificados desperta
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interesse devido as caracteristicas visuais e sensoriais que possuem (Rosas et al.,
2021).

A clarificacdo de sucos é uma alternativa de processamento que garante a
eliminagdo de particulas em suspensdo, assim como as fibras, taninos e pectinas
presentes em sua composic¢ao, visando um produto seguro e com qualidade sensorial.
Esse processo garante vantagens econdémicas para o mercado, o qual utiliza os sucos
clarificados para a producao de outras bebidas, como sucos desportivos e isotonicos,
agua mineral saborizada, chas, refrigerantes, dentre outros. Uma das desvantagens é
a perda de fibras e compostos bioativos, por exemplo, que auxiliam no trato
gastrointestinal e o custo de producdo que pode ser alto a depender do procedimento
de clarificagédo a ser adotado.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo o uso da clarificagdo na
producdo de sucos probidticos de goiaba, manga e maracuji, fermentados por

Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469, variando o tamanho do indculo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Alimentos funcionais

Os consumidores, atualmente, estdo cada dia mais conscientes quanto ao seu
perfil alimentar e a prevencéo de doencas, fazendo com que o consumo de alimentos
funcionais se torne uma tendéncia e o mercado destes alimentos apresente um rapido
crescimento mundial. Dados de 2017 apontaram que 247 bilhdes de ddélares foram
gastos por consumidores com produtos funcionais (Vorage et al., 2020). A relagéo
entre alimentacdo e saude tem impulsionado a busca por novos alimentos funcionais
porque além de garantir funcdes nutricionais, 0 seu consumo pode ser benéfico quando
se trata do funcionamento fisiolégico do organismo, podendo reduzir o risco de doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade, dentre outras (Alkhatib et al., 2017; Asgary et
al., 2018).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atualizou, em
11 de dezembro de 2018, as leis n° 18 e 19 de 30 de abril de 1999, estabelecendo o
termo “alimento funcional” no pais. Sendo assim, os alimentos funcionais, além de
nutrir, garantem outros beneficios a saude. Os constituintes desses alimentos podem
auxiliar em diversos fatores metabdlicos, como regular os niveis de acucar no sangue,
combate aos radicais livres, reducdo do colesterol, um melhor funcionamento da
microbiota intestinal, entre outros, desde que sejam mantidos habitos de vida saudaveis
(Brasil, 2019a).

Ainda segundo a ANVISA, as fibras alimentares, probioticos e quitosanas, entre
outros sdo consideradas ingredientes funcionais (Brasil, 2019b). Os beneficios que o
seu consumo traz as fungdes fisiolégicas do organismo faz com que o interesse por
esses componentes esteja em constante crescimento, devido ao seu favorecimento a
saude e a qualidade de vida (Silva et al., 2016).

Mundialmente, os alimentos probidticos continuam sendo o suplemento
alimentar mais consumido (Suez et al. 2019). Cientificamente, as linhagens de
microrganismos probioticos ja sdo bastante conhecidas, sendo atualmente um dos
principais alvos no estudo e desenvolvimento desses produtos a busca por novas
matérias primas que possam ser utilizadas como veiculos para tais microrganismos.

O interesse na producgéo e desenvolvimento de produtos probidticos ndo lacteos
tem demonstrado crescimento, uma vez que o mercado ainda abrange uma quantidade
dominante por laticinios. Fatores como o aumento da popularidade do vegetarianismo,
intolerancia a lactose, alto teor de colesterol em produtos lacteos e alergia a proteina
do leite tem impulsionado a demanda por opg¢des disponiveis ndo lacteas (Alves et al.,
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2016; Nematollahi et al., 2016).
2.1.1 Microrganismos probidticos

O termo probidtico ficou conhecido na década de 50 através de Ferdinand Vergin
(Azad et al., 2018) e, posteriormente, na década de 60, foi descrito como agente
benéfico por Lilly e Stillwell. As propriedades funcionais e nutricionais foram
inicialmente aprofundadas a partir de 2001 por especialistas, onde classificaram como
“microrganismos vivos benéficos a saude” (FAO/WHO, 2002).

Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces séo 0s géneros mais estudados
devido a sua importancia funcional no organismo animal e humano (Kolacek et al.,
2017). A partir da sua importancia ocorreu o crescimento de produtos probioticos em
suas mais variadas formas. Para ter o efeito benéfico recomendado, o produto precisa
ter 106-107 UFC/g ou mL do produto, para um consumo diario de 100 g ou 100 mL, em
média (Kolacek et al., 2017).

O uso de probidticos, ultimamente, esta associado as alternativas de respostas
imunes para infec¢cdes virais como COVID-19 (SARS- CoV-2) (Rao, 2021). Os
probiéticos melhoram as fun¢des dos linfocitos, garantindo uma melhor imunidade e
favorecimento no tratamento. Assim, os probiéticos podem ser considerados potenciais
auxiliares no combate a doenca em questédo (Darbandi et al., 2021), porém ainda sem
comprovacéo clinica e medicinal.

Estudos mostraram que o microrganismo Lactobacillus pode atuar no tratamento
ou na prevencdo de doencas infecciosas do trato respiratério e intestinal, asma, virus
de herpes tipo 1 e artrite reumatoide (Jang et al., 2012; Nowak et al., 2012).

A ingestdo associada de Lacticaseibacillus rhamnosus com Limosilactobacillus
reuteri, mostrou uma queda na taxa de Estreptococos que colonizam o trato vaginal e
retal de gestantes. A profilaxia com o microrganismo melhora o estado nutricional de
criangas desnutridas quando associado as dietas adequadas e evita infec¢bes (Ho et
al., 2016). Pode atuar de forma conjunta para curar a disbiose, como terapia
complementar no tratamento de cancer e também no controle de cancer do coélon
(Vivarelli et al. 2019; Zahra et al., 2017).

2.1.2 Lacticaseibacillus

Proposto em 1901 por M. W. Beijerinck (Ozogul et al., 2020), o género
Lacticaseibacillus possui espécies de bactérias produtoras de &acido latico como
produto principal da fermentacéo de carboidratos (Rossi et al., 2019). Conforme Tabela

1, as espécies deste género sdo encontradas em trés grupos distintos. O grupo
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homofermentativo é o que produz acido latico como produto final do metabolismo de
carboidratos pela via (glicolitica (Embden-Meyerhorf-Parnas), o  grupo
heterofermentativo facultativo produz &cido latico e &cido acético por meio de glicélise
ou fosfocetolase, e o grupo heterofermentativo obrigatorio, que produz, além dos acidos
latico e acético, COz2 ou etanol por meio de fosfocetolase (Rossi et al., 2019).

Tabela 1. Espécies de Lacticaseibacillus e Lactobacillus mais utilizadas em
tecnologia de alimentos e como probidticos, tipo de metabolismo, aplicacdes

tecnoldgicas e nichos ecoldgicos tipicos.

Espécie Metabolismo Principais Nichos Principais
Ecolégicos Tecnologias
Aplicadas
Levilactobacillus brevis Heterofermentativo Produtos horticolas Fermentacé@o de massa
fermentados,
TGI

Lacticaseibacillus Facultativamente Produtos lacteos, TGl Producéo de queijo
casei/paracasei heterofermentativo robiético

Lactobacillus helveticus Homofermentativo Produtos lacteos Producéo de queijo

Limosilactobacillus reuteri Heterofermentativo TGI, pele e mucosas Probiético

Latilactobacillus sakei Facultativamente Carnes, legumes Fermentacéo de salsicha
heterofermentativo

iiilactobacillus salivarius Homofermentativo TGl humano e animal Probiético

Pediococcus acidilactici Homofermentativo Materiais vegetais, queijo, Fermentacéo de salsicha,
carne fermentada probiético
rodutos, TGI

Fonte: Ozogul et al., 2020. (TGI: trato gastrointestinal.)

As bactérias acido laticas sao encontradas em substratos ricos nutricionalmente,
como vegetais em conserva ou em decomposicao, produtos lacteos, proteina animal
fermentada, fermento e em humanos e animais (Koénig & Frohlich, 2009). Além disso,
este grupo apresenta importancia econdmica e nutricional devido a sua utilizacdo na
producéo e preservacédo de diversos produtos fermentados (Pimentel et al., 2019).

Ha séculos, os lactobacilos sdo utilizados em processos de fermentacéo para
transformar matérias-primas pereciveis em produtos mais conservaveis,

desempenhando assim um importante papel na producdo de laticinios, paes,
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embutidos, vegetais fermentados, vinho e silagem (Rossi et al., 2019). Assim sendo,
dentro das espécies do género, podemos encontrar L. rhamnosus, que é utilizado nos
produtos probidticos (Suez et al., 2019).

Dentre as espécies do género Lacticaseibacillus, L. rhamnosus € uma das
espécies mais utilizadas, seja na elaboracao de iogurtes (Chen et al., 2019; Rosa et
al., 2022), produtos carneos fermentados, bebidas ou queijo a base de soja (Mishra et
al., 2019) e de bebidas a base de frutas (Farias et al., 2016; Santos et al., 2019, Mendes
de etal., 2023; Santos et al., 2023), demonstrando cada vez mais a versatilidade quanto
a capacidade de adaptacédo e sobrevivéncia em diferentes substratos, sendo lacteos
ou ndo lacteos.

Anualmente, pesquisas baseadas na utiliza¢do de L. rhamnosus ATCC 7469 sao
crescentes e trazem novos aspectos e viabilidades a respeito deste probiético que, por
muitas vezes é encontrado no leite fermentado e como bactéria de 4cido em queijos
maturados. Além de constatada sua capacidade de resisténcia ao trato gastrointestinal,
bem como sais biliares, baixo pH e a viabilidade de manutencdo em condi¢cdes de
estresse (Santos et al., 2019).

L. rhamnosus é uma bactéria anaerébia aerotolerante, Gram-positiva e de
morfologia bacilar (Rossi et al., 2019). Seu cultivo € comumente realizado em meio agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe) a uma temperatura de 37°C, devido a0 mesmo suprir as
necessidades metabdlicas do microrganismo. O seu potencial probiodtico ja foi
largamente investigado e algumas linhagens apresentam um longo histérico de uso
seguro (Doron & Snydman, 2015; Yazdankhah et al., 2019). No Brasil, assim como em
outros paises, esse microrganismo é classificado como probidtico (Brasil, 2019b).
Estudos tém demonstrado sua habilidade no tratamento ou na prevencéo de doencas,
como infecc¢des do trato respiratério e intestinal, dermatite, dentre outras (Marsella et
al., 2012; Nowak et al., 2012). A ingestao de L. rhamnosus auxilia na reducdo de
infeccbes e na melhoria do estado nutricional de criangas desnutridas juntamente com
uma dieta adequada, além de reduzir o nivel de Streptococcus mutans na saliva (Farias
et al., 2016; Santos et al., 2017).

A deficiéncia na oferta de produtos probidticos de origem vegetal ainda é uma
necessidade de busca por novas alternativas de identificacdo e utilizacdo de
microrganismos. Para tanto, a viabilidade de crescimento e manutencdo em meios
vegetais se torna um interesse para consumidores que apresentem restricbes
alimentares para alimentos de origem lactica. L. rhamnosus ATCC 7469 tem
demonstrado grande potencial de utilizagdo em sucos fermentados, garantindo o

surgimento de novos produtos (Farias et al., 2016; Santos et al., 2017; Santos et al.,
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2023; Mendes et al., 2023).
2.3Sucos de frutas probidticos

A utilizacéo de sucos de fruta € uma boa aposta para a elaboracéo de bebidas
probiodticas. Apresentando diversos nutrientes em sua composi¢do, como minerais,
fibras, vitaminas, carboidratos e antioxidantes, os sucos se tornam alternativas de
possiveis substratos para culturas probiéticas (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro,
2010; Montanari et al., 2020). Os sucos de fruta tém atraido o interesse do setor de
inovacao alimentar para o desenvolvimento de bebidas probidticas, especialmente por
serem matrizes ricas em compostos bioativos (Pimentel et al., 2021). Assim como
cereais, vegetais e a soja, as frutas também séo utilizadas na producéo de alimentos
probiéticos ndo lacteos (Farias et al., 2016). Sendo assim, estudos estdo sendo
impulsionados pela busca de alternativas inovadoras quando se trata de novos
produtos e sabores funcionais (Montanari et al., 2020).

Por apresentarem uma alta tolerancia a ambientes acidos, algumas espécies de
lactobacilos podem ser utilizadas para gerar uma diversidade de bebidas feitas a base
de frutas (Nematollahi et al., 2016; Santos Filho et al., 2019; Shori, 2016; Rooba et al.,
2020; Vieira et al.,2020). Porém, além de avaliar o desempenho do probiotico no suco,
a escolha da fruta deve levar em consideracdo sua disponibilidade regional como
recurso alimentar.

No Brasil, dentre os exemplos de polpas de frutas que podem ser utilizadas para
a elaboracdo de sucos probidticos, estdo a goiaba (Psidium guajava L.), a manga
(Mangifera indica L.) e o maracuja (Passiflora edulis). Os maiores produtores destas
frutas encontram-se na regido nordeste (IBGE, 2023). Segundo a Instrucdo Normativa
n° 12, de 04 de setembro de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), as concentragfes de sucos de manga e maracuja devem ser
de no minimo 50% e 12% para a polpa, respectivamente, desde que adocados. Por
sua vez, o suco de goiaba deve apresentar no minimo 35 % de polpa (MAPA, 2003).

A goiaba tem sua origem na Ameérica tropical, precisamente no Brasil, e
apresenta grande relevancia nutricional e sensorial, pois é rica em carotenoides
(Campoli et al., 2018), possui um teor de vitamina C (80,6 mg) que chega a ser superior
ao da laranja (53,7 mg) (TBCA, 2023). Esta fruta contem fibras, minerais, licopeno,
carboidratos e acido ascorbico (Montanari et al., 2020; Tanwar et al., 2014).

A manga € uma das frutas mais consumidas mundialmente e tem elevado valor
nutritivo, o que garante fibras, vitaminas A e C e minerais, bem como compostos

bioativos, como B-caroteno, acido ascoérbico e compostos polifendlicos com acao
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antioxidante. Por ser perecivel, o suco de sua polpa € uma alternativa para
comercializacdo (Acevedo-Martinez et. al., 2018). Ainda de acordo com Acevedo-
Martinez et al. (2018), a manga é uma excelente matriz para sobrevivéncia de
probiéticos, devido as concentracdes de carboidratos, minerais, vitaminas e fibras
presentes em sua composicao.

O maracuja é uma fruta bastante aceita pelos consumidores, principalmente na
forma de suco. Além de ser encontrada em todo territério nacional, ela é rica em
vitaminas e minerais e garante um preco acessivel (Meletti e Bruckner, 2001). A pectina
e a polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) sdo excelentes fontes
para producdo de alimentos probidticos (Santos et al., 2017). Segundo Farias et al.
(2016), em sua utilizacdo no suco probiético fermentado de Maracuja da Caatinga, L.
rhamnosus ATCC 7469 apresentou viabilidade maior que 8 Log UFC/mL e
concentracdo de &cido latico em 6 g/L. Segundo Corréa et al (2016), a polpa de
maracuja contém baixo teor de gordura, minerais, carboidratos, vitamina C,
quantidades significativas de p-caroteno, niacina (vitamina B3) e riboflavina.

A sobrevivéncia de probidticos é acompanhada através de estudos realizados
em sucos de goiaba, manga e maracuja (Farias et al., 2016; Acevedo-Martinez et al.,
2018; Santos et al., 2017). Dentre as pesquisas realizadas, a fermentacéao foi utilizada
como estratégia de melhoria no desempenho das culturas probiéticas, ndo somente
atuando na preservacdo dos alimentos (Min et al., 2018), bem como evitando a
contaminacdo durante seu armazenamento devido a producdo de bacteriocinas
(Pereira & Rodrigues, 2018), garantindo uma maior viabilidade para o probidtico
(Pimentel et al., 2019).

O microrganismo L. rhamnosus ATCC 7469 também foi utilizado em sucos a
base de goiaba fermentado e ndo fermentado (Santos et al., 2019). Posteriormente
bebidas fermentadas a base de goiaba e acerola (Malpighia punicifolia L.) foram
produzidas e foi constado que a linhagem do microrganismo poderia ser utilizada na
producédo de sucos probidticos fermentados a base de frutas (Barros, 2020). Em outro
estudo, Santos et al. (2023) avaliou a influéncia da adicdo de pectina da casca de
maracuja da caatinga e de sacarose na viabilidade e sobrevivéncia de L. rhamnosus
ATCC 7469 em bebidas simbidticas utilizando o suco da mesma fruta para
determinacao das melhores condi¢cdes em relacdo a sobrevivéncia do probiético apos
28 dias de estoque refrigerado.

Dessa forma, a fermentacdo apresenta algumas vantagens pois ocorre a
producdo de novos compostos, reduzindo o teor de acucar, melhorando o valor

nutricional e estendendo a vida util da bebida (Rodriguez et al., 2021). Além disso, a
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linhagem microbiana se torna mais adaptada ao meio conforme seu crescimento no
suco, o0 que garante uma qualidade do produto devido as altas taxas de sobrevivéncia
(Pereira & Rodrigues, 2018).

O constante empenho e produgéo de novos trabalhos visando a utilizacao de L.
rhamnosus ATCC 7469 tem trazido novas perspectivas de relevancia a respeito deste
microrganismo, bem como o0s seus beneficios e as devidas adaptacdes as diversas
condic¢des as quais vem sendo testado (Farias et al., 2016; Santos et al., 2017; Santos
et al., 2019; Santos et al., 2023).

Alguns processos térmicos industriais de clarificacdo acabam degradando as
antocianinas presentes nos sucos afetando a sua cor e causando a ndo aceitacao por
parte dos consumidores (Spence, 2019). Para tanto, a clarificacdo destes produtos
utilizando polissacarideos em processos nao térmicos pode ser uma alternativa para
evitar essas consequéncias e manter a qualidade sensorial dos sucos (Lachowicz,
2018).

2.4 Clarificacéo de sucos

Para a conservacdo e preservacdo de sucos pela indastria, sdo realizados
processos térmicos que utilizam temperaturas elevadas que acarretam na perda da
coloracdo, nutrientes e a alteracdo sensorial do produto final (Lachowicz, 2018).
Baseado nestes fatores, novos processos hao térmicos que preservam a qualidade do
produto final, sem perder cor, sabor e aroma, estdo sendo inseridos no mercado ao
longo dos anos (Santos et al., 2019; Ramezani et al., 2020). Dentre eles, pode-se
destacar a clarificacdo de sucos, que permite a manutencdo das caracteristicas
sensoriais, mesmo com a reducédo da turbidez e fibras presentes na composicao, por
meio de seus diversos processos (Lachowicz, 2018).

A clarificacdo de produtos liquidos representa uma etapa crucial em diversos
processos industriais, visando a obtencéo de produtos com alta pureza e qualidade. A
remocao de particulas em suspensao, impurezas e outras substancias indesejaveis é
fundamental para atender aos padrbes de qualidade exigidos pelos consumidores e
pelas regulamentacdes (Lachowicz, 2016). Neste apontamento técnico, serao
abordados os principais métodos de clarificacdo, com énfase nos processos quimicos,
fisicos e enziméticos, bem como nas tecnologias de floculacéo, filtragdo e membranas.

Sobre os métodos de clarificacdo, podemos encontrar processos quimicos como
coagulacdo e floculacdo, onde ocorre a adicdo de coagulantes e floculantes
neutralizando as cargas das particulas, promovendo a formacéo de floculos de maior
tamanho, facilitando a sua remocé&o por sedimentacao ou filtracdo (Lachowicz, 2016).
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E eficiente para remocéo de particulas coloidais e € amplamente utilizado, mas pode
alterar as propriedades do produto e requer dosagem precisa dos reagentes. A
oxidagdo, que utiliza agentes oxidantes, como o0 ozénio e o peréxido de hidrogénio,
permitindo a oxidagdo e a remoc¢do de compostos organicos presentes no liquido. A
precipitacdo, por meio da adicdo de reagentes quimicos promovendo a formacgéo de
precipitados que arrastam as impurezas, facilitando a sua remocéo por sedimentacao
ou filtragao.

Assim como o0s processos fisicos que evolvem a filtracdo, onde ocorre a
passagem do liquido através de meios porosos retendo as particulas sélidas,
permitindo a obtencao de um efluente clarificado (Oszmianski, 2016). A escolha do tipo
de filtro (profundo, superficial, membrana) depende das caracteristicas das particulas
a serem removidas e da vazao desejada. Tem como vantagens, a alta eficiéncia na
remocao de particulas, ampla variedade de materiais filtrantes. E fatores limitantes
como o entupimento dos filtros, além requerer manutencéo constante e pode levar a
perda de produto. A centrifugacdo, que utiliza da aplicacdo de uma forca centrifuga
separando as particulas sélidas do liquido, em funcdo da diferenca de densidade
(Oszmianski, 2016). E amplamente utilizado na indUstria farmacéutica e de alimentos.
Sua vantagem se da pela alta eficiéncia, rapidez, pode ser aplicado a liquidos com alta
viscosidade, e limita-se quanto ao alto custo de equipamentos, consumo de energia. E
a sedimentacao, que é feita através da acdo da gravidade promovendo a sedimentacao
das particulas mais densas, permitindo a separacéo das fases solida e liquida. E um
processo simples e de baixo custo, porém € lento e ndo € eficiente para particulas
pequenas (Oszmianski, 2016).

Ademais, processos enzimaticos como a hidrolise enzimética, envolvendo a
utilizacdo de enzimas especificas que permitem a degradacdo de macromoléculas,
facilitando a sua remocg&o por processos subsequentes. E comumente utilizado na
clarificacdo de sucos de frutas e vinhos. Possui alta especificidade e condi¢cdes de
reacao suaves, em contrapartida tem alto custo das enzimas e pode gerar subprodutos
indesejaveis (Trindade et al., 2016).

Outras tecnologias especificas também sdo empregadas para o processo de
clarificagdo, como a flotacdo, onde as particulas sélidas aderem a bolhas de ar,
formando fléculos que ascendem a superficie do liquido, facilitando a sua remocéo
(Oszmianski, 2016). E as membranas, que sdo permeaveis e seletivas permitindo a
separacédo de particulas e moléculas com base em seu tamanho e carga. Elas podem
ser classificadas em microfiltragdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa

(Lachowicz, 2018). O processo possui alta eficiéncia, baixo consumo de energia e
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producdo de agua pura, porém pode causar entupimento das membranas e tem alto
custo de investimento.

Polissacarideos como o &gar-agar, pectina e quitosana sao utilizados como
agentes clarificantes devido a sua capacidade de formar géis e adsorver impurezas.
Eles agem por meio de adsorcdo, onde as moléculas de polissacarideo adsorvem as
particulas em suspenséao, formando complexos de maior tamanho (Lachowicz, 2018).
Em seguida ocorre a formacéo de gel, o qual os polissacarideos podem formar géis
tridimensionais que aprisionam as impurezas. Tem como vantagens a alta eficiéncia na
remocao de uma ampla variedade de impurezas, incluindo turbidez, cor e particulas em
suspensao. Sao utilizados em condicdes moderadas de temperatura e pH. Sao obtidos
de fontes naturais, sendo considerados mais seguros para o consumo. Alguns podem
ser caros e sua adicao pode aumentar a viscosidade do produto, além de poder causar
alteracdo no sabor, aroma e textura (Lachowicz, 2018).

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo na escolha do método de
clarificacdo adequado, como a natureza das impurezas, que envolve o tamanho, a
forma, a densidade e carga das particulas. As propriedades do liquido, como
viscosidade, densidade, pH, temperatura. A vazao, com o volume de liquido a ser
tratado por unidade de tempo (Lachowicz, 2018). Quanto ao nivel de remocao de
particulas e impurezas, os custos relacionados ao investimento inicial, custos
operacionais e de manutencdo, o impacto ambiental na geracdo de residuos e
consumo de energia.

O estudo de Lachowicz et al. (2018) investigou o efeito de diferentes
polissacarideos (dgar-agar, pectina e quitosana) na clarificacdo de suco de ar6nia (fruta
nativa do leste da América do Norte). Os autores observaram que 0s polissacarideos
foram eficazes na reducéo da turbidez e do teor de compostos fendlicos, além de
melhorar a atividade antioxidante do suco. O agar-agar se mostrou o polissacarideo
mais eficaz na remocédo de turbidez, enquanto a pectina apresentou maior efeito na
reducado do teor de compostos fendlicos.

A utilizacéo de agentes clarificantes a base de polissacarideos (quitosana, goma
xantana, carboximetilcelulose, agar-agar, goma alfarrobeira, p-ciclodextrina e goma
guar) garantiu um resultado significativo com relacdo a quantidade de compostos
polifendlicos na procucdo de suco clarificado de arénia (Lachowicz, 2018). A maior
guantidade destes compostos foi observada nos sucos com agar-agar e goma xantana,
onde proporcionaram valores mais baixos de turbidez, maior atividade antioxidante e
maior quantidade de compostos bioativos, além dos sucos clarificados apresentaram

cores intensas e atraentes (Lachowicz, 2018).
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Ainda segundo Lachowicz (2018), sucos clarificados com a adicéo de diferentes
doses de polissacarideos apresentaram maior atividade antioxidante, maior teor de
flavonoides e de procianidinas. As concentracdes de compostos fendlicos foram 70%
e flavondis 42% menores em sucos néo clarificados, de acordo com Oszmianski e
Lachowicz (2016). As concentracdes de acidos fendlicos e flavonois no suco de ardnia
foram 70 e 42% menores do que no suco antes do armazenamento e sem agentes
clarificantes. O que representou uma influéncia significativa (p < 0,05) no teor dos
compostos citados, conforme a pesquisa realizada por estes autores.

As amostras de sucos com polissacarideos resultaram em maior atividade
antioxidante, sendo encontrado no suco clarificado com adicdo de carboximetilcelulose.
A média mais baixa foi encontrada no suco clarificado com adigcdo de goma guar, o que
nao exibiu influéncia significativa (p < 0,05) quanto a atividade antioxidante nos sucos
clarificados (Lachowicz, 2018).

A escolha do método de clarificacdo depende de diversos fatores, incluindo o
tipo de produto, as caracteristicas das impurezas e 0s requisitos de qualidade
(Lachowicz, 2018). Os polissacarideos sdo uma alternativa interessante para a
clarificacd@o de liquidos, especialmente em produtos alimenticios, devido a sua origem
natural e a sua capacidade de remover uma ampla variedade de impurezas. No
entanto, a selecéo do polissacarideo mais adequado deve ser feita de forma cuidadosa,

considerando as caracteristicas especificas de cada produto.
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3 HIPOTESE

A clarificagdo das polpas de goiaba, manga e maracujd com polissacarideo
permite a obtencdo de sucos fermentados contendo Lacticaseibacillus rhamnosus
ATCC 7469 em concentracdes consideradas probiéticas, promovendo a manutencao
dos padrbes de qualidade e de produtos bioativos, incluindo os produzidos por

probidticos no suco fermentado.
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4 OBJETIVOS

4.3 Objetivo Geral

Investigar o efeito da clarificacdo das polpas de goiaba, manga e maracuja na
producao de sucos probidticos e fermentados por Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC
7469.

4.4 Objetivos Especificos

o Realizar a clarificacdo das polpas de goiaba, manga e maracuja antes da
producdo dos sucos probiéticos e fermentados utilizando agar-agar;

o Realizar a fermentag&o dos sucos clarificados e néo clarificados, variando
o tamanho do in6culo;

o Determinar e comparar a influéncia do tamanho do in6culo na viabilidade
de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 nas fermentacdes dos sucos de
frutas clarificados e nao clarificados;

o Determinar e comparar o pH, o consumo de glicose e frutose e a
concentragdo de acido latico nas fermentac¢des dos sucos de frutas clarificados e

nao clarificados.



24

5 METODOLOGIA

Todas as etapas experimentais e analises foram realizadas Laboratério de
Bioprocessos e Bioprodutos (LabBio) no Departamento de Antibidticos da

Universidade Federal de Pernambuco.

5.3 Microrganismo: manutencao e indculo

A cultura de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 utilizada nas referidas
analises e processos deste trabalho foi mantida em glicerol a 10% (v/v), a -20 °C em
freezer, de acordo com a metodologia proposta por Chang e Liew (2012). O
microrganismo foi reativado em frasco de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL do
meio agar MRS (agar De Man, Rogosa e Sharpe; 1,0 % de peptona, 1,0 % de extrato
de carne bovina, 0,4 % de extrato de levedura, 2,0 % de glicose, 0,5 % de acetato de
sédio tri-hidratado, 0,1 % de polissorbato 80, 0,2 % de hidrogenofosfato de dipotassio,
0,2 % de citrato de triamonio, 0,02 % de sulfato de magnésio hepta-hidratado, 0,005 %
de sulfato de manganés tetrahidratado, 1,0 % de agar). O frasco foi incubado em estufa
(SP-101/216, LABOR) a 37 °C, durante 24 horas.

5.2 Clarificacdo das polpas de goiaba, de manga e de maracuja

As polpas de manga (Mangifera indica L.), maracuja amarelo (Passiflora edulis)
e goiaba paloma (Psidium guajava L.) foram adquiridas comercialmente na Regido
Metropolitana do Recife (RMR), Pernambuco, Brasil, as quais foram armazenadas a -
20°C (FE 22, Eletrolux).

A clarificacéo foi baseada no método proposto por Lachowicz (2018), que utiliza
como agente clarificante o polissacarideo agar-agar. Esse processo tem como
caracteristicas proporcionar baixos valores de turbidez, garantir a intensidade da cor,
assegurar os parametros bioquimicos dos sucos, assim como baixos valores de
precipitado e compostos polifendlicos e maior teor de compostos bioativos e atividade

antioxidante.

Para o processo foi utilizado 50% de polpa de fruta e 50% de agua destilada.
Para hidratacdo do agar-agar (1g/L), parte da agua destilada (100 mL) usada na
diluicdo da polpa (100 mL) foi previamente aquecida em forno de microondas por 45
segundos, em seguida foi transferida para ser aguecida com o bico de Bunsen até
atingir ponto de fervura (95 °C). A agua aquecida foi transferida para o becker
contendo o agar (0,20g). A mistura foi homogeneizada. O hidratado foi entéo

transferido para o becker contendo a polpa e o restante da agua, procedendo-se
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novamente, com a homogeneiza¢do. A mistura suco com agar-agar hidratado (200
mL) foi entdo congelada a -18°C em freezer por 24 horas (Figura 1A) para garantir a
total manutencao do suco.

Em seguida, o bloco congelado foi transferido para uma peneira encaixada
sobre um becker de 600 mL (Figura 1B), coberto com filme plastico e deixado por 24
horas sob refrigeracéo a 4 °C, para que ocorresse a filtracdo por gravidade (Figura
1C-D-E) para que o processo ocorresse de forma lenta e precisa, retendo o maior
volume de fibras possivel na peneira. Apos esse processo o suco decantado foi filtrado
a vacuo (Figura 1F-G) utilizando um filtro de café de papel de 20 um (Mellita 100) para

que as particulas restantes fossem retidas.

O pH do suco clarificado foi ajustado para 6 com NaOH (2 M) (Figura 1H-1-J),
para que a condicdo se tornasse favoravel para o crescimento do microrganismo,
utilizando um potencibmetro (P62000, Gehaka). Em seguida, foi realizada a
pasteurizacdo em banho maria (TE-084, Pyrotec) durante 35 minutos a 67 + 2 °C, com

posterior resfriamento em banho com gelo (Farias et al., 2016).

Figura 1. Processo de clarificacdo das polpas das frutas.

Polpas diluidas + &gar-agar Blocos congelados sobre peneiras
e congeladas

Filtragem do bloco congelado Filtragem com peneira Suco filtrado pela peneira
(1° processo) (1° processo)
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Suco filtrado a vacuo
Filtragdo a vacuo (2° processo)
(2° processo)

Suco de goiaba clarificado. Suco de manga clarificado.
Antes e apés correcdo do pH Antes e apds correcao do pH

Suco de maracuja clarificado.
Antes e ap6s correcao do pH

Fonte: Autoria prépria. (2024)

5.3 Fermentac¢fes dos sucos com e sem clarificacao

Inicialmente, o microrganismo foi reativado como descrito no item 5.1 (Figura 2)
e apo6s 24 horas de incubacéo, 5%, 7,5% ou 10% v/v de in6culo foram transferidos para
frascos de 125 mL de Erlenmeyer, contendo 47,5 mL, 46,25 mL e 45 mL,
respectivamente, do meio de cultura (sucos clarificado e néo clarificado). O volume
reacional foi 50 mL. Os frascos foram novamente incubados, nas mesmas condi¢cdes
anteriores, mas durante 12 horas conforme dados resultantes da determinacédo das
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curvas de crescimento obtidas, e as réplicas foram todas em duplicata para cada tipo
de suco e volume de inoculo utilizados.

Foram realizados estudos cinéticos nas fermentacdes dos sucos clarificados,
para a determinagdo das curvas de crescimento pela absorbancia e posterior
determinacao das velocidades especificas maximas (umax). As determinacdes do pH,
da viabilidade celular, da concentracdo de acido latico e do consumo de glicose e
frutose foram realizadas no inicio e com 12 horas de fermentacdo dos sucos com e

sem clarificacao.

Figura 2. Reativacdo do microrganismo Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC

4769. Incubacdo em estufa a 37 °C por 24 horas.

Fonte: Autoria prépria. (2024)

5.4 Métodos analiticos
5.4.1 Determinacéao do pH
Para a determinacao do pH durante as fermentac¢6es foi utilizado um pHmetro
(P62000, Gehaka).
5.4.2 Determinacgéo da curva de crescimento

Nos sucos clarificados, o crescimento do probiético foi determinado pela
absorbéancia (600 nm), sendo 1 mL do suco fermentado transferido para um balédo
volumétrico de 10 mL, diluido em agua destilada até completar o menisco e realizada
a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotometro (VIS-2006, Gehaka). A
velocidade especifica maxima de crescimento, em cada fermentacgéo, foi determinada

pelo ajuste exponencial dos valores das absorbéancias.

5.4.3 Determinacéao da viabilidade celular

A viabilidade celular, expressa em Unidades Formadoras de Col6nia por Mililitros
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(UFC/mL), foi determinada apds o plagueamento spread plate em meio MRS agar
(Farias et al., 2016). As amostras foram incubadas em estufa (SP-101/216, LABOR) a
37°C durante 48 horas para posterior contagem de UFC. Foi utilizado este método nas
amostras retiradas nos tempos inicial e final das fermentag¢des, dos sucos clarificados

e nao clarificados.
5.4.4 Determinacao das concentracfes de acido latico, glicose e frutose

A determinacdo de &cido latico, glicose e frutose durante as fermentacdes foi
realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Farias, 2016). Para a
determinacao de acido latico, um detector por arranjo de diodos (DAD) e uma coluna
de troca ibnica de 300x7,8 milimetros (Aminex® HPX-87H, Bio-Rad, EUA), com 9 um
de tamanho de particulas, foram utilizados. Um sistema de eluicdo isocrética foi
aplicado para a fase movel (H,SO, 5 mM), com vazéo de 0,6 mL/ min e temperatura
de 30 °C. As amostras foram diluidas em fase moével e filtradas em membrana com
diametro de poro de 0,2 um. As determinacgdes de glicose e de frutose foram realizadas
a 40 °C e detector por indice de refracdo, mesma fase mével e vazdo usadas na

determinacao do acido latico.

5.4.5 Anélise de dados

Os valores médios para viabilidade do microrganismo e as demais analises
foram realizadas em duplicata, e a comparacao dos dados foi realizada por meio dos
resultados obtidos através das médias aritméticas e desvios padrdo. Os gréficos foram
construidos no Excel ®.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Influéncia do tamanho do in6culo no crescimento de Lacticaseibacillus
rhamnosus ATCC 7469

As Figuras 3A, 3B E 3C apresentam os sucos de goiaba, manga e maracuja
apos clarificacdo e correcdo do pH e antes do processo de adigcdo do indculo e
fermentacdo. As Figuras 3D e 3F apresentam o0s sucos clarificados com o inoculo e a

fermentacao apds 12 horas de incubacéo, respectivamente.

Figura 3. Sucos clarificados de goiaba (A), manga (B) e maracuja (C) antes da

fermentacdo. Sucos clarificados (D-E) apds fermentacéo.

Fonte: Autoria prépria. (2024)

A Figura 4A apresenta os sucos nao clarificados de goiaba, manga e maracuja
com correcdo do pH antes do processo de adi¢do do inéculo e fermentacdo. A Figura
4B apresentam os sucos nao clarificados com o inéculo e a fermentacdo apos 12 horas

de incubacéo.
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Figura 4. Sucos nao clarificados de maracuja, manga e goiaba (A) antes da
fermentacdo. Sucos nao clarificados de manga, maracuja e goiaba (B) apds

fermentacao.

Sucos de maracuja, manga e goiaba, respectivamente.

Fonte: Autoria prépria. (2024)

A Figura 5 apresenta o estudo cinético do crescimento durante as fermentacdes
dos sucos clarificados utilizando os trés tamanhos de indculos (5%, 7,5% e 10% v/v).
De acordo com esta figura, é possivel observar que o aumento da absorbancia na
fermentacdo com o indculo de 5% v/v foi mais acentuada nas primeiras 3 horas no suco
clarificado de goiaba (Figura 5A), o que foi confirmado com o valor da velocidade
especifica maxima de crescimento, umax, (Tabela 2). Por outro lado, as curvas de
crescimento dos demais in6culos (7,5% e 10% v/v) foram similares até nove horas de
fermentacao, o que também refletiu nos valores de umax encontrados (Figura 5A). Vale
ressaltar que o melhor ajuste (R?) foi obtido na fermentacdo com o in6culo de 5 % v/v
para o suco de goiaba.

O in6culo de 5% v/v apresentou as maiores absorbancias em todos o0s
momentos, seguido pelo indculo de 10% v/v e, por ultimo, o indculo de 7,5% v/v no
suco clarificado de manga (Figura 5B). Essa informacéo foi confirmada através do valor
da velocidade especifica maxima de crescimento, umax (Tabela 2).

Em relacdo ao suco de maracuja clarificado, de acordo com os resultados de
absorbéancia, a medida que aumentou o tamanho do indculo também houve aumento
na absorbéancia (Figura 5C), o que esta diretamente relacionado com os resultados da
da velocidade especifica maxima de crescimento, umax (Tabela 2).

Entretanto, apesar dos resultados serem diferentes quanto aos valores de
absorbancia de cada in6culo, todos apresentaram curvas de crescimento similares até

nove horas de fermentacao, refletindo nos valores de umax encontrados (Tabela 2) e a
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partir de doze horas de fermentacdo o microrganismo estava entrando em fase
estacionaria. Sendo assim, a faixa compreendida ente 0 e 12 horas se tornou o periodo

de tempo necessario para realizacdo de todas as analises deste trabalho.

Figura 5. Curva de crescimento do Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469
durante fermentac6es em meio de sucos de goiaba, manga e maracuja clarificados com

diferentes porcentagens de inoculo.
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Fonte: Autoria prépria. (2024)

As curvas de crescimento obtidas nas fermentagdes dos sucos foram utilizadas
para as determinacdes das velocidades especificas maximas de crescimento (Tabela
2). Todos os coeficientes de determinacao foram maiores do que 0,96, indicando bons
ajustes. O menor coeficiente de variacdo foi entre os valores obtidos nas fermentacdes
do suco de maracuja (4,8 %), seguido do suco de manga (10,2 %). A maior variacao
foi observada no suco de goiaba, comprovada pelo valor do coeficiente de variagéo
(20,1 %). Por outro lado, as maiores velocidades foram obtidas nas fermentacdes do

suco de maracuja (0,21 h'' em média).
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Tabela 2. Velocidades especificas méaximas de crescimento obtidas nas

fermentacdes dos sucos clarificados de goiaba, de manga e de maracuja utilizando os

trés tamanhos de indculo (5% v/v, 7,5% viv e 10% v/v).

Goiaba Manga Maracuja
In6culo
@) M
(h_1) R? Hmax (h_1) R2 Hmax (h_1) R?
5 0,19 0,9972 0,10 0,9975 0,22 0,9963
7,5 0,14 0,9723 0,12 0,9877 0,20 0,9973
10 0,13 0,9789 0,12 0,9873 0,21 0,9606

Fonte: Autoria prépria. (2024)

Ainda sobre o crescimento microbiano, a Figura 6 apresenta os valores de

viabilidade celular nas fermentac6es dos trés sucos clarificados probibticos e

fermentados, usando os trés tamanhos de in6culo. Todos 0s sucos e seus indculos

apresentaram meédia de viabilidade proximas ou acima de 8 log (UFC/mL) apés 12

horas de fermentacdo. Valores maiores ou iguais a 8 log (UFC/mL) foram obtidos

apenas em todas as fermentacdes com os 3 tamanhos de indculos nos sucos de

manga.

Figura 6. Viabilidade celular nas fermentacdes dos sucos clarificados

probidticos e fermentados, usando trés tamanhos de indculo (5% v/v, 7,5% viv e 10%

vIv).
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Fonte: Autoria prépria. (2024)

Estudos mostraram que L. rhamnosus ATCC 7469 manteve a viabilidade, com
dados chegando a 8 Log UFC/mL apés 12 horas de fermentacdo. Os resultados do
presente estudo sobre sucos clarificados estdo de acordo com Farias et al (2016) e
Santos et al (2017) com suco de maracuja da caatinga, Santos et al. (2019) com suco
de goiaba e Santos et al. (2023) com suco de manga fornecendo evidéncias robustas
comprovando a alta viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 em sucos de frutas
mesmo que os autores tenham utilizado sucos néo clarificados em seus estudos com
10% v/v de in6culo.

A Figura 7 apresenta os valores de viabilidade celular nas fermentacées dos trés
sucos nao clarificados probioticos e fermentados, usando os trés tamanhos de inéculo.
Assim como nos resultados dos sucos clarificados, os sucos nao clarificados e seus
in6culos apresentaram média de viabilidade proximas ou acima de 8 log (UFC/mL)
apos 12 horas de fermentagdo. Com excecdo do suco de goiaba, que apresentou a
média viabilidade final préxima ao tempo inicial nos tamanhos de inéculo de 5% e 7,5%
Viv.

De acordo com os dados estatisticos, nos sucos clarificados ndo houve aumento
significativo (p < 0,05) quanto a viabilidade ap6s 12 horas de fermentacdo e nos sucos
ndo clarificados de goiaba houve diferenca significativa entre 5% e 7,5% v/v de in6culo,
entre 7,5% e 10% v/v, mas n&do houve diferenca significativa entre 5% e 10% v/. No
suco nao clarificado de manga nao houve diferenca significativa entre 5% e 7,5% vl/v,
mas houve entre 5% e 10% v/v, e entre 7,5% e 10% v/v. J& no suco néo clarificado de

maracuja ndo houve diferenca signficativa entre todos os tamanhos de in6culos.
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Figura 7. Viabilidade celular nas fermentacdes dos sucos nao clarificados

probidticos e fermentados, usando trés tamanhos de inéculo (5% v/v, 7,5% v/iv e 10%

vIv).
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Fonte: Autoria prépria. (2024)

6.2 Aspectos fisico-quimicos dos sucos clarificados e néo clarificados
probiéticos e fermentados

A Figura 8 apresenta os valores do pH com 12 horas de fermentacdo. A analise

estatistica revelou diferencas significativas (p < 0,05) na reducdo do pH entre os

diferentes tratamentos, considerando as variaveis tipo de fruta, concentracdo de

in6culo e processo de clarificacdo. A adicdo do indculo promoveu uma reducao

significativa do pH em todos os sucos clarificados e nédo clarificados, indicando a

atividade fermentativa das bactérias lacticas. Nao houve um padréo claro de aumento

da reducado do pH com o aumento da concentracao de in6culo, sugerindo que outros

fatores podem influenciar a fermentacéo.

O suco de maracuja apresentou, em geral, maior reducéo de pH em comparacéo
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com 0s sucos de goiaba e manga, indicando uma maior susceptibilidade a
fermentacdo. A composicao quimica especifica de cada fruta, como a concentracdo de
acucares fermentaveis e a presenca de compostos inibidores, pode ser um dos fatores
que causaram essas diferencas. A clarificacdo dos sucos nao influenciou

significativamente a reducéo do pH em todos os sucos e tamanhos de indculos.

Figura 8. pH final nas fermentacdes dos sucos nao clarificados e clarificados

utilizando diferentes in6culos (5% v/v, 7,5% v/v e 10% v/v).
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Fonte: Autoria prépria. (2024)

Os resultados corroboram com os resultados das pesquisas de Santos et al.
(2017), Santos et al (2019), Santos (2022) e Mendes et al. (2023) quanto a diminui¢ao
do pH em sucos de frutas néo clarificados durante a fermentagdo com L. rhamnosus
ATCC 7469.

O consumo de carbono é um fator importante nos estudos de fermentacao.
Assim, a analise dos resultados mostrou varia¢des significativas no consumo de glicose
e frutose nos sucos clarificados e ndo clarificados, bem como entre os diferentes
tamanhos de in6culo. Para o in6culo de 5% v/v, observou-se que nos sucos sem
clarificagcédo, no suco de goiaba os resultados de porcentagem de consumo de glicose
e frutose foram de 94% e 89%, respectivamente, 0 suco de manga apresentou um
consumo elevado de glicose (95,3%) e frutose (92,5%) (Figura 9). Ja o suco de
maracuja apresentou percentual de consumo de glicose de 37,1% e frutose de 67,6%.
Por outro lado, no suco clarificado, o0 maracuja apresentou resultados superiores, com

96,2% de glicose e 98,6% de consumo de frutose.

Figura 9. Consumo de glicose e frutose nos sucos nao clarificados com

diferentes porcentagens do indculo (5% v/v, 7,5% viv e 10% v/v).
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Fonte: Autoria prépria. (2024)

Com o in6culo de 7,5% vlv, os sucos clarificados apresentaram consumo mais

equilibrado de glicose e de frutose quando comparados aos sucos sem clarificacéo.

Notadamente, o suco clarificado de maracuja registrou elevado consumo de glicose

(86,8%) e frutose (70,8%) para 5% de inéculo, enquanto o consumo de glicose e frutose

manteve-se em valores superiores a 66,29% e 72,04% no suco de manga e 74% e

76% no suco de goiaba (Figura 10). Por outro lado, com o inéculo de 10%, os resultados

foram diferenciados. Enquanto os consumos de glicose foi de 74% e 42,97% e frutose

foi de 94% e 49,08%, respectivamente, nos sucos clarificados de goiaba e manga, no

suco de maracuja o consumo de glicose foi de 53,3% e frutose foi de 91,8% para o

mesmo tamanho de in6culo.

porcentagens do inéculo (5% v/v, 7,5% viv e 10% V/v).

Figura 10. Consumo de glicose e frutose nos sucos clarificados com diferentes
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Em relacdo a producao de acido latico, a Figura 11 apresenta os valores obtidos
em cada uma das condi¢cfes. Houve producéo deste acido independente da clarificacéo,
da fruta e do indculo utilizado.

Nos sucos nao clarificados, uma elevada producéo de acido latico foi observada
nas fermentacdes do suco de maracuja, para os trés tamanhos de indculos. O inoculo
de 5% v/v resultou em uma concentracéo de 3 g/L, 7,5% v/v 1,1 g/L e o inéculo de 10%
v/v resultou em 4 g/L. Nos sucos de manga a producdo de acido latico apresentou valor
intermediario nas fermentacdes, sendo 2,8 g/L com o inéculo de 5%, 0,9 g/L com 7,5%
e 3,5 g/L com 10% de in6culo, e no suco de goiaba 1,4 g/L foram obtidas com o indculo
de 5%, 0,5 g/L com 7,5% e 2 g/L com o in6culo de 10% v/v, sendo uma producao baixa
guando comparado com 0s sucos de manga e maracuja. Estes resultados podem estar
associados a concentracdo de polpa de goiaba utilizada para o estudo (50%), o que
interfere na atuacdo do microrganismo e a producao de &cido latico.

Nos sucos clarificados, a producédo de acido latico ndo seguiu o0 mesmo padréo
observado nos sucos néo clarificados. A medida que o in6culo aumentou, também houve
aumento na producédo de acido latico em todos os sucos. O suco de goiaba clarificado
teve como resultados 0,9 g/L com 5% de inéculo, 1,4 g/L com 7,5% e 1,9 g/L com 10%
v/v. No suco de manga clarificado, o in6culo de 5% resultou em uma concentracdo de
1,2 g/L, com 7,5% foram 1,8 g/L e com 10% a concentracao foi de 2,1 g/L, sendo os
in6culos de 5% e 7,5% v/v 0s que apresentaram a concentracdo mais elevada
comparada aos demais sucos utilizando os mesmos tamanhos de inéculo. Por outro
lado, o suco de maracuja clarificado teve como resultados de concentracdo de acido
latico, 1,2 g/L com 5% de in6culo, 1,3 g/L com 7,5% e 3 g/L com o indculo de 10% vlv,
sendo este Ultimo o que obteve a concentracdo acima dos demais tamanhos de inéculo

guando comparado aos sucos de goiaba e manga clarificados.

Figura 11. Concentracdo (C) de &cido latico em sucos ndo clarificados e

clarificados utilizando diferentes in6culos (5% v/v, 7,5% v/v e 10% V/v).
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Levando em consideracao os resultados obtidos, a concentracéo de acido latico
produzido durante a fermentagéo dos sucos nao clarificados e clarificados, o suco de
goiaba néo clarificado produziu 2 g/L com o in6culo de 10% v/v, resultado que se
assemelha com a concentracao de 2,2 g/L que foi obtida por Andrade et al. (2017), onde
foi utilizado o mesmo tamanho de inéculo e suco em questdo. No suco de manga néo
clarificado a producédo foi de 3,5 g/L com o in6culo de 10% v/v, o que difere dos
resultados de 6,2 g/L obtidos por Santos et al. (2022) utilizando as mesmas condic¢des.
Para o suco de maracuja nao clarificado, a concentragéo foi de 4 g/L com o inéculo de
10% v/v, o que se aproximou dos resultados do estudo de Farias et al. (2016), onde a
producéo foi de 6g/L, mas neste caso utilizando Maracuja da Caatinga.

Quanto aos sucos clarificados quando comparados com 0S Sucos nhao
clarificados, apesar da reducéo de fibras, turbidez e compostos presentes nos sucos, a
concentracdo de acido latico se manteve estavel e a medida que aumentou o tamanho
do indculo houve também um aumento na producéo do acido. A producgéo de acido latico
esteve presente nos sucos clarificados, principalmente com o indculo de 10% v/v no suco
de maracuja, permitindo apontar neste caso que a clarificacdo ainda propicia a
adaptacédo do L. rhamnosus ATCC 7469 e garante a producdo de metabdlitos por parte

do microrganismo.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que a fermentacao latica pode ser uma
ferramenta eficaz para a producéo de sucos fermentados com diferentes caracteristicas
sensoriais e nutricionais. A escolha do tipo de fruta, da concentracdo de indculo e do
processo de clarificacdo séo fatores importantes que influenciam o resultado final da
fermentacdao.

Em alguns casos, a clarificacao pode ter favorecido a fermentacdo, enquanto em
outros casos, o efeito foi 0 oposto. A presenca de sélidos em suspensdo nos sucos nao
clarificados pode ter influenciado a atividade microbiana e a cinética das fermentacdes.

A viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 variou entre o0s
diferentes tratamentos, com maior crescimento observado nos sucos néo clarificados. A
presenca de sdélidos em suspensao nos sucos nédo clarificados pode ter fornecido um
ambiente mais favoravel para o crescimento bacteriano. A adigcdo do microrganismo
promoveu a reducao do pH em todos os sucos analisados. O tipo de fruta e o processo
de clarificacéo influenciaram a eficiéncia da fermentacao e a producédo de metabadlitos.

A producéo de acido latico foi maior nos sucos de maracuja e nos sucos com
maior concentracao de inéculo, seguido dos sucos de manga e goiaba. A clarificacdo do
suco influenciou a producéo de &cido latico, com resultados variaveis dependendo do
tipo de fruta e da concentracéo de inéculo. O consumo de glicose e frutose variou entre
os diferentes tratamentos, sendo maior nos sucos clarificados e nos sucos com maior
concentracdo de indéculo. A presenca de soélidos em suspensdo nos sucos hao
clarificados pode ter dificultado o acesso das bactérias aos acUcares, reduzindo o
consumo.

Nao foi possivel afirmar que uma Unica fruta seja o melhor veiculo para a
obtencdo de suco probidtico fermentado. A escolha da fruta ideal dependera dos
objetivos especificos do processo de producdo, como a obtengdo de um produto com
alta acidez, baixo pH, ou com um perfil sensorial especifico.

A fermentacgdo utilizando Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 em sucos de
frutas € uma tecnologia promissora para a producdo de alimentos funcionais com
propriedades probidticas e prebibticas. Os resultados deste estudo contribuem para o
desenvolvimento de novos produtos lacteos fermentados com base em frutas tropicais.

Como recomendagfes futuras seria indicado realizar novos experimentos
variando as condi¢cdes de fermentacdo. Analisar a composi¢cdo quimica detalhada dos
sucos identificando compostos especificos que podem influenciar a fermentacéo pode
auxiliar na selecdo de frutas mais adequadas. Avaliar o perfil sensorial dos sucos
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fermentados realizando testes sensoriais que podem auxiliar na identificacdo de
produtos com maior aceitacéo pelos consumidores. Investigar a estabilidade dos sucos
fermentados durante o armazenamento avaliando a viabilidade das bactérias lacticas e
da estabilidade dos compostos bioativos ao longo do tempo é fundamental para garantir
a qualidade do produto final. Além de caracterizar a microbiota presente nos sucos
fermentados para identificar outras espécies de bactérias lacticas que podem contribuir

para a formacéo de aroma e sabor.
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