
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

DEPARTAMENTO DE ANTIBIÓTICOS 

PROGRAMA DE DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA RENORBIO 

 

 

ELOYZA KAROLINE ROZENDO DOS SANTOS 

 

 

EFEITO DO ESTRESSE ÁCIDO SOBRE Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

NA PRODUÇÃO DE SUCOS SIMBIÓTICOS CONTENDO INULINA E XILITOL 

 

 

 

 

 

 

 

Recife - PE 

2021 



 
 

 

ELOYZA KAROLINE ROZENDO DOS SANTOS 

 

 

 

EFEITO DO ESTRESSE ÁCIDO SOBRE Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

NA PRODUÇÃO DE SUCOS SIMBIÓTICOS CONTENDO INULINA E XILITOL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife  

2021

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Biotecnologia - RENORBIO da 

Universidade Federal de Pernambuco, como 

requisito parcial para obtenção do título de 

doutor em Biotecnologia. 

 

 

Área de Concentração: Biotecnologia Industrial 

Orientadora: Prof.ª Dra. Ester Ribeiro de 

Andrade 

Coorientadora: Prof.ª Dra. Christine Lamenha 

Luna Finkler 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na Fonte: 
Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB-4/1788 

 
 
 

 
             Santos, Eloyza Karoline Rozendo dos    

      Efeito do stresse ácido sobre Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 na produção de 
sucos simbióticos contendo inulina e xilitol / Eloyza Karoline Rozendo dos Santos. - 2021. 
        
      118 f. : il. 
 

Orientadora: Profa. Dra. Ester Ribeiro de Andrade. 
Coorientadora: Profa. Dra. Christine Lamenha Luna Finkler. 
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 
Biociências. Programa de Pós-graduação Programa de Pós-Graduação 
em Biotecnologia - RENORBIO, Recife, 2021. 
Inclui referências e apêndices. 

 
1. Indústria alimentícia. 2. Alimento funcional. 3. Frutas tropicais. I. 

Andrade, Ester Ribeiro de (orientadora). II. Finkler, Christine Lamenha 
Luna (coorientadora). III. Título. 

 
                                             
     641                          CDD (22.ed.)                                 UFPE/CB-2021-198                                                      

                               

 
 

 



 
 

 

ELOYZA KAROLINE ROZENDO DOS SANTOS 

 

EFEITO DO ESTRESSE ÁCIDO SOBRE Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

NA PRODUÇÃO DE SUCOS SIMBIÓTICOS CONTENDO INULINA E XILITOL 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Aprovada em: 30 de março de 2021. 
 
 

 

COMISSÃO EXAMINADORA  

Profª Dra. Norma Buarque de Gusmão 
Universidade Federal de Pernambuco  

 
Prof.ª Dra. Gláucia Manoella de Souza Lima 

Universidade Federal de Pernambuco 
 

Prof.ª Dra. Thayza Christina Montenegro Stamford 
Universidade Federal de Pernambuco 

 
Prof.ª Dra. Tatiana Souza Porto 

Universidade Federal Rural de Pernambuco 
 

Profª Dra. Ester Ribeiro de Andrade 

Universidade Federal de Pernambuco 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Biotecnologia 
(RENORBIO), da Universidade 
Federal de Pernambuco, como 
requisito para obtenção do título de 
Doutora em Biotecnologia. 
 
Área de Concentração: 
Biotecnologia Industrial 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha família que caminhou comigo nesta incrível jornada, 

em especial ao meu amado esposo Jonathan que, pacientemente, me apoiou e 

encorajou em todos os momentos. 

 

 

 



 
 

 

AGRADECIMENTOS 

 

O sentimento de gratidão nos faz perceber o quanto cada acontecimento vivido 

foi importante para nosso desenvolvimento. Sendo assim, agradeço primeiramente a 

Deus pelos pais que me concedeu, pois nunca limitaram os meus sonhos.  

Ao meu esposo, que em momento algum me deixou desistir. Poder contar com 

sua parceria faz de mim uma mulher abençoada. Obrigada por estar ao meu lado, 

seus conselhos me ajudaram a seguir. 

Aos professores que fizeram parte da minha formação, em especial à minha 

orientadora, Ester Ribeiro. Sua dedicação aos alunos, sempre prestativa e 

disciplinada, fazem da senhora um exemplo a ser seguido.  

À minha coorientadora Christine Lamenha, pelos valiosos conselhos e por sua 

generosidade. 

Às pessoas que passaram ou que ainda estão em minha vida, pois de certa 

forma me impulsionaram até aqui. Obrigada Inácio Domingos, Ana Fraga, Edilma 

Santos, Ailton Sena, Zilmar Pimenta, Walkeane Carneiro, Iranildo José e Ricardo 

Marchezan. O apoio de vocês foi essencial nessa caminhada.  

Ao programa de Pós-Graduação RENORBIO, à UFPE e à FACEPE. 

Instituições que tornaram essa pesquisa possível.  

Aos integrantes da banca avaliadora. Ao compartilhares seus conhecimentos, 

auxiliaram na construção deste trabalho, assim como impulsionaram meu 

desenvolvimento intelectual. 

Por fim, mas não menos importante, à população brasileira que, por meio dos 

encargos pagos, me concedeu uma formação pública e de excelência.  

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O importante é não parar de questionar; a curiosidade tem sua própria razão de 

existir.” 

Albert Einstein  

 



 
 

 

RESUMO 

A demanda por alimentos funcionais tem crescido nos últimos anos. Nesse 

contexto, novas formulações probióticas não lácteas tem atraído o interesse dos 

consumidores. Sendo assim, estratégias que ampliem a sobrevivência probiótica ao 

período de processamento, estocagem e após ingestão de novos produtos têm sido 

alvo de investigações. Com base nisso, o objetivo do presente trabalho foi produzir 

sucos probióticos e fermentados de manga, maracujá e goiaba, avaliando o estresse 

ácido durante a fermentação e a adição de inulina e xilitol nos sucos potencialmente 

simbióticos em estoque refrigerado. Para isso, investigou-se a capacidade do 

probiótico em fermentar sucos das três frutas, assim como o seu perfil metabólico 

quando submetido a estresse ácido. As duas melhores condições, considerando a 

sobrevivência microbiana, foram selecionadas para a elaboração dos sucos 

fermentados. A influência da adição de inulina (5 g/L) e xilitol (10%) aos sucos após 

fermentação, contendo L. rhamnosus, foi investigada durante 60 dias de estoque 

refrigerado (4 °C). Durante todo o período de estudo, a viabilidade (Log UFC/mL), o 

pH, a produção de ácido lático, o consumo de carboidratos e a sobrevivência (S (%)) 

celular ao teste de simulação das condições gastrointestinais (TSGI) foram 

acompanhados. As condições em que L. rhamnosus deteve melhor desempenho 

quando submetido ao TSGI foram nas fermentações do suco de manga sem estresse 

ácido (S (%) = 44,6) e após transferência sucessiva do micro-organismo do pH 6, para 

o pH 4 e consecutivamente para o pH 2 em meio à base de maracujá (S (%) = 47,3). 

Sendo assim, estes grupos foram selecionados para elaboração dos sucos com ou 

sem inulina e/ou xilitol e avaliação da estabilidade em estoque refrigerado. Dessa 

forma, observou-se que a adição de inulina favoreceu a sobrevivência probiótica. No 

que lhe concerne, a presença do xilitol não prejudicou o desempenho de L. 

rhamnosus, podendo assim ser utilizado como agente edulcorante em formulações 

contendo esse micro-organismo. O suco fermentado de manga acrescido de inulina e 

xilitol foi o que apresentou maior potencial para ser utilizado como veículo de L. 

rhamnosus ATCC 7469 devido à sobrevivência do probiótico ao TSGI no início (S (%) 

= 33,8) e após 15 dias (S (%) = 52,5) de estoque refrigerado.  

 
Palavras-chave: Suco funcional. Alimento simbiótico não lácteo. Frutas topicais. 
Resistência gastrointestinal. 

 



 
 

 

ABSTRACT 

The demand for functional foods has grown in recent years. In this context, new non-

dairy probiotic formulations have attracted the interest of consumers. Thus, strategies 

that increase probiotic survival during the processing, storage and after ingestion of 

new products have been the target of investigations. Based on this, the objective of the 

present work was to produce probiotic juices fermented from mango, passion fruit and 

guava, evaluating acid stress during fermentation and the addition of insulin and xylitol 

in potentially symbiotic juices in refrigerated stock. For this, the ability of the probiotic 

to ferment juices of the three fruits was investigated, as well as its metabolic profile 

when submitted to acid stress. The two best conditions, considering the microbial 

survival, were selected for the elaboration of the fermented juices. The influence of the 

addition of inulin (5 g/L) and xylitol (10%) to juices after fermentation, containing L. 

rhamnosus, was investigated during 60 days of refrigerated storage (4 °C). During the 

study, viability (Log CFU/mL), pH, lactic acid production, carbohydrate consumption 

and cell survival (S (%)) to the gastrointestinal conditions simulation test (GIST) were 

monitored. The conditions in which L. rhamnosus had the best performance when 

subjected to GIST were in mango juice fermentations without acid stress (S (%) = 44.6) 

and after successive transfer of the microorganism from pH 6 to pH 4 and 

consecutively to pH 2 in passion fruit medium (S (%) = 47.3). Therefore, these groups 

were selected for the elaboration of juices with or without inulin and/or xylitol and 

evaluation of stability in refrigerated stock. Thus, it was observed that the addition of 

inulin favored probiotic survival. In turn, the presence of xylitol does not affect the 

performance of L. rhamnosus, and can thus be used as a sweetening agent in 

formulations containing this microorganism. Fermented mango juice added with inulin 

and xylitol had the greatest potential to be used as a vehicle for L. rhamnosus ATCC 

7469 due to the survival of the probiotic to GIST at the beginning (S (%) = 33.8) and 

after 15 days (S (%) = 52.5) of refrigerated stock. 

 

Keywords: Functional juice. Symbiotic non-dairy food. Tropical fruits. Gastrointestinal 

resistance.  
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1 INTRODUÇÃO  

A conscientização em relação à alimentação e prevenção de doenças 

vem impulsionando o consumo de alimentos funcionais. O crescimento desse 

setor está baseado principalmente nos benefícios de tais produtos para uma ou 

mais funções fisiológicas do organismo, favorecendo a saúde, melhorando a 

qualidade de vida e auxiliando na redução de riscos de enfermidades (SILVA et 

al., 2016).  

Dentre os alimentos que se enquadram nesse aspecto e que vem 

ganhando popularidade e aceitação do mercado consumidor estão as bebidas 

probióticas fermentadas. Apesar de ser mais usual a utilização de matrizes 

lácteas para o desenvolvimento desse tipo de produto, estudos que visem 

bebidas não lácteas tem se tornado uma atraente proposta para o setor de 

inovação alimentar, especialmente por fatores como aumento do 

vegetarianismo, intolerância à lactose e alto teor de colesterol em produtos 

lácteos (NEMATOLLAHI et al., 2016).   

Os sucos de frutas vêm sendo considerados uma boa aposta para serem 

utilizados como veículos ideais de culturas probióticas (FARIAS et al., 2016) 

devido à presença de minerais, vitaminas, fibras dietéticas e antioxidantes 

(ESPINOZA & NAVARRO, 2010). Dentre as bactérias ácido lácticas utilizadas 

para produção de produtos funcionais fermentados, Lactobacillus rhamnosus 

apresenta versatilidade para crescer em diferentes matrizes e é reconhecido por 

sua resistência à bile e capacidade de adesão à camada epitelial do intestino 

(DORON et al., 2005). 

Um dos fatores mais importantes no contexto dos alimentos probióticos 

está na garantia de que o micro-organismo será capaz de sobreviver às 

condições gastrointestinais. Estudos têm demonstrado que a pré-adaptação a 

condições de estresse pode conferir resistência e/ou melhorar a viabilidade de 

diferentes espécies de Lactobacillus (DESMOND et al., 2001; DE ANGELIS et 

al., 2001; KIM et al., 2001; DESMOND et al., 2002; DE ANGELIS et al., 2004; 

SAARELA et al., 2004; STREIT et al., 2008; MATHIPA & THANTSHA, 2015).  
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Porém, além de garantir a sobrevivência probiótica após consumo, outro 

aspecto fundamental está na adição de aditivos que potencializam a saúde 

intestinal, como por exemplo os prebióticos. A combinação de probióticos e 

prebióticos torna esses componentes mais eficientes após chegada no cólon do 

que quando consumidos individualmente (WANG et al., 2017), fornecendo assim 

um efeito simbiótico (SHI & GUO, 2020). 

A inulina é demonstrada como fibra dietética solúvel capaz de promover 

o crescimento seletivo de micro-organismos no cólon, melhorar a imunidade do 

hospedeiro, reduzir o nível de glicose no sangue, manter o equilíbrio metabólico 

dos lipídeos e melhorar a disponibilidade de minerais (KAUR & GUPTA, 2002). 

Além disso, possui baixo teor de açúcar, podendo assim ser facilmente utilizada 

em produtos de baixas calorias e para diabéticos (AIDOO et al., 2015). 

 Um alimento funcional, além de promover benefício à saúde, também 

necessita ser atraente ao paladar do consumidor. Tradicionalmente, as bebidas 

são adoçadas com sacarose. Por ser encontrado em diferentes alimentos, seu 

consumo em excesso pode levar a uma série de problemas, muito além das 

cáries, como diabetes e obesidade (MANHANI et al., 2014; HIGGINS & MATTES, 

2019).  Uma alternativa para substituí-lo é a utilização do xilitol, tanto por ser um 

adoçante hipocalórico quanto por seu consumo estar relacionado à regulação da 

glicose, modificação da microbiota intestinal e prevenção do aparecimento de 

cárie (SODERLING et al., 2008; UEBANSO et al., 2017). 

 Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a produção de 

sucos probióticos de manga, maracujá e goiaba, fermentados por Lactobacillus 

rhamnosus ATCC 7469. Para isso, investigou-se o efeito do estresse ácido sobre 

o metabolismo probiótico, bem como a adição de inulina e xilitol após a 

fermentação, para a avaliação do estoque refrigerado de sucos simbióticos.  
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2  OBJETIVOS  

 2.1 OBJETIVO GERAL  

Produzir sucos probióticos e fermentados de manga, maracujá e goiaba, 

avaliando o estresse ácido durante a fermentação e a adição de inulina e xilitol 

nos sucos potencialmente simbióticos em estoque refrigerado. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Analisar a composição físico-química das polpas de manga, maracujá e 

goiaba;  

● Comparar o crescimento de Lactobacillus rhamnosus nos meios de manga, 

maracujá e goiaba; 

● Promover seleção de células de bactérias nos meios à base de fruta 

resistentes ao estresse ácido; 

● Comparar e acompanhar o pH e as concentrações de glicose, frutose e ácido 

lático nas fermentações, bem como em estoque refrigerado; 

● Comparar e acompanhar a sobrevivência de Lactobacillus rhamnosus 

durante simulação das condições gastrointestinais nos meios de fruta e no 

meio controle;  

● Elaborar bebidas fermentadas a partir dos resultados obtidos após 

fermentações sucessivas em estresse ácido; 

● Determinar a estabilidade físico-química, bem como da viabilidade, dos 

sucos fermentados durante estoque refrigerado; 

● Verificar a influência da adição de inulina e de xilitol nos sucos, após 

fermentação, sobre a sobrevivência de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

durante estoque refrigerado e na simulação das condições gastrointestinais. 
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3  REFERENCIAL TEÓRICO  

3.1 PROBIÓTICOS 

Em 1954, Ferdinand Vergin concebeu o termo probiótico, que em grego 

significa “para a vida”, em um artigo intitulado "Anti-und Probiotika". Em seu 

trabalho, Ferdinand Vergin listou diferentes bactérias úteis e determinou os 

prejuízos trazidos por agentes bacterianos e antibióticos para a microbiota 

intestinal. Anos depois, em 1965, Lilly e Stillwell descreveram os probióticos 

como micro-organismos benéficos (AZAD et al., 2018).  

Com o passar dos anos, o termo probiótico foi ganhando popularidade, 

assim como investigações que visam determinar a aplicabilidade destes micro-

organismos. Em 2001, a Organização para a Agricultura e a Alimentação (FAO) 

e a Organização Mundial da Saúde (OMS) convocaram uma consulta conjunta 

de especialistas para avaliar as propriedades nutricionais e de saúde em 

alimentos com probióticos. Dessa forma, o objetivo desse grupo foi identificar e 

delinear os requisitos mínimos necessários para um micro-organismo probiótico 

(FAO/WHO, 2002). 

A partir da consulta conjunta entre especialistas, os probióticos passaram 

a ser definidos pela FAO/WHO (2002) como “micro-organismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefício à saúde 

do hospedeiro”. Desde então, essa definição se tornou a versão mais adotada e 

aceita em todo o mundo, e partir disso as evidências científicas e clínicas 

progrediram rapidamente, assim como o desenvolvimento de vários produtos 

probióticos, os quais receberam a atenção legítima das autoridades reguladoras 

(HILL et al., 2014).  

Para que um micro-organismo seja considerado probiótico, ele deve 

apresentar alguns critérios fundamentais. Primeiramente, as cepas não podem 

ser patogênicas, nem tóxicas ao hospedeiro. Devem apresentar alguns aspectos 

funcionais característicos, como resistência às condições do trato 

gastrointestinal e ao ácido biliar. Dessa forma, o micro-organismo poderá aderir 

à mucosa intestinal, impedindo que as células sejam lavadas e, portanto, 

permitindo colonização temporária, modulação imunológica e exclusões 

competitivas de patógenos (SHEWALE et al., 2014). 
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Em virtude do importante papel na manutenção do equilíbrio imunológico 

no trato gastrointestinal através da interação direta com as células imunes, os 

micro-organismos probióticos tem sido amplamente estudado, em especial, 

espécies dos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces 

(WILKINS & SEQUOIA, 2017). A relação entre saúde e composição da 

microbiota intestinal aumentou o interesse da administração de espécies 

probióticas para a prevenção de algumas doenças em humanos e animais 

(AZAD et al., 2018), o que potencializou a busca por veículos ideais para a 

incorporação desses micro-organismos ao dia a dia dos consumidores.  

Um número crescente de produtos comerciais contendo probióticos está 

disponível no mercado, sejam eles alimentos, suplementos alimentares ou 

medicamentos (KOLAČEK et al., 2017). Contudo, é sabido que independente da 

matriz utilizada essas      formulações devem manter-se estáveis ao longo da 

vida de prateleira, bem como o probiótico deve permanecer viável durante o 

prazo de validade do produto, para que assim possa conferir benefício ao ser 

consumido (COLLADO et al., 2009; SHEWALE et al. 2014).  

Quando nos referimos especificamente aos produtos alimentares, 

populações de 106-107 UFC/g ou mL no produto final são estabelecidas como 

quantidades eficientes de culturas probióticas para alimentos processados, uma 

vez que equivalem 108-109 UFC, fornecidas por um consumo diário de 100 g ou 

100 ml de alimento, beneficiando assim a saúde humana (SAAD, 2006; COMAN 

et al., 2012). Desta maneira, o probiótico poderá enfrentar o trato gastrointestinal 

e reter as propriedades funcionais necessárias para assim ter seu efeito benéfico 

comprovado (KOLAČEK et al., 2017). 

No último ano, os probióticos vêm recebendo destaque no cenário 

mundial, especialmente por sua ação como moduladores de respostas imunes 

do hospedeiro. A utilização destes micro-organismos tem sido apontada como 

uma alternativa terapêutica para infecções virais, como a do COVID-19 (SARS-

CoV-2) (SINGH & RAO, 2021). Segundo Al-Ansari et al. (2021), os probióticos 

que atuam na manutenção da homeostase intestinal, merecem a atenção 

científica, uma vez que podem melhorar a função dos linfócitos NK (Natural 

Killer), estimular anticorpos IgA e controlar inflamações da barreira mucosa, 
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favorecendo assim a imunidade e consecutivamente favorecendo o tratamento 

do SARS-CoV-2.  

Desta forma, esses micro-organismos possuem potencial para serem 

utilizados com adjuvantes no combate a esta doença (DARBANDI et al., 2021). 

No entanto, o uso de probióticos contra a infecção por Coronavírus nos campos 

clínico e medicinal ainda é uma questão em discussão e que necessita 

considerar a seleção de espécies bacterianas que atuem efetivamente no 

combate à pandemia (SINGH & RAO, 2021). 

3.1.1 Lactobacillus  

O gênero Lactobacillus foi proposto pela primeira vez há mais de 100 

anos, em 1901, por M. W. Beijerinck (OZOGUL et al., 2020). As espécies 

pertencentes a este gênero compõem um grupo parafilético de bactérias ácido-

lácticas (BALs), cujo ácido láctico é o principal produto final da fermentação de 

carboidratos (ROSSI et al., 2019). Este gênero é composto por espécies que se 

diferem taxonomicamente principalmente pelo tipo de via metabólica utilizada na 

fermentação de açúcares, assim como pelos produtos finais originados. 

Desta maneira, as espécies deste gênero são divididas em três grupos: 

(I) homofermentativo, que produzem ácido lático como produto final do 

metabolismo de carboidratos pela via glicolítica (Embden-Meyerhorf-Parnas); (II) 

heterofermentativo facultativo, composto por espécies que produzem uma 

mistura de ácido lático e ácido acético como produtos finais do metabolismo de 

carboidratos através da glicólise ou da via da fosfocetolase, e; (III) 

heterofermentativo obrigatório, que geram como produtos finais do metabolismo 

dos carboidratos, por meio via da fosfocetolase, ácido lático e ácido acético, ou 

etanol, e CO2 (KANDLER, 1983; VALENZUELA et al., 2015; ROSSI et al., 2019) 

Em geral, as BALs se distribuem em habitats com um rico suprimento 

nutricional, podendo ser encontradas em vegetais e frutas em decomposição, 

produtos lácteos, carne e peixe fermentados, beterraba, batata, chucrute, 

fermento, legumes em conserva, silagem, bebidas, plantas, água, sucos, em 

esgoto e em cavidades de humanos e animais (KÖNIG & FRÖHLICH, 2009). 

Além disso, este grupo apresenta importância econômica e nutricional devido à 
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sua utilização na produção e preservação de diversos produtos fermentados 

(PIMENTEL et al., 2019). 

 Há séculos, os lactobacilos são utilizados em processos de fermentação 

para transformar matérias-primas perecíveis em produtos mais conserváveis, 

desempenhando assim um importante papel na produção de laticínios, pães, 

embutidos, vegetais fermentados, vinho e silagem (ROSSI et al., 2019). Além 

disso, espécies desse gênero, dentre as quais está L. rhamnosus, são 

largamente utilizadas como suplementos probióticos (SUEZ et al., 2019). 

3.1.1.1 Lactobacillus rhamnosus 

     Dentre as espécies do gênero Lactobacillus, Lactobacillus rhamnosus 

é um dos probióticos mais utilizados, seja na elaboração de iogurtes (JIA et al., 

2016), produtos cárneos fermentados (DE MACEDO et al., 2005), bebidas ou 

queijo de soja (LIU et al., 2006; SANTOS et al., 2014; MISHRA et al., 2019) , e 

na produção de bebidas à base de frutas (CHAMPAGNE & GARDNER, 2008; 

CHAMPAGNE et al., 2009; FARIAS et al., 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016; 

SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019) esse micro-organismo vem 

demonstrando cada vez mais sua versatilidade e capacidade de sobreviver em 

diferentes matrizes lácteas e não lácteas.  

     As bactérias ácido láticas têm como principal produto catabólico da 

glicólise o ácido lático, dessa forma, podendo ser encontradas naturalmente em 

uma grande variedade de habitats ecológicos, como cavidade oral, trato 

intestinal, na vagina, além de laticínios artesanais e industriais (KÖNIG & 

FRÖHLICH, 2009; DOUILLARD et al., 2013). 

O L. rhamnosus, foi classificado originalmente como L. casei, entretanto 

após estudos genéticos e taxonômicos foi reclassificado (ORLA-JENSEN, 1919; 

HANSEN; LESSEL, 1971; TYNKKYNEN et al., 1999). Esse micro-organismo é 

uma bactéria anaeróbia aerotolerante, Gram-positiva e de morfologia bacilar 

(BERNARDEU et al., 2008; MADIGAN et al., 2010). Possui metabolismo 

heterofermentativo facultativo (ROSSI et al., 2019) e é comumente cultivada em 

meio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) por suprir suas necessidades metabólicas 
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a uma temperatura de 37 °C, contudo cepas distintas podem ter diferentes 

necessidades (CHANG & LIEW, 2012).  

O seu potencial probiótico já foi largamente investigado e algumas 

linhagens apresentam um longo histórico de uso seguro (DORON & SNYDMAN, 

2015; YAZDANKHAH et al., 2019). No Brasil, esse micro-organismo é 

classificado como probiótico (BRASIL, 2008) e estudos têm demonstrado sua 

habilidade no tratamento ou na prevenção de doenças como infecções do trato 

respiratório e intestinal (HOJSAK et al., 2010), no combate a gastroenterite 

pediátrica (VANDENPLAS et al., 2015), asma (JANG et al., 2012), vírus de 

herpes tipo 1 (KHANI et al., 2012), dermatite (MARSELLA et al., 2012) e artrite 

reumatoide ( NOWAK et al., 2012). 

O uso oral de L. rhamnosus, associado com L. reusteri, diminuiu a taxa de 

colonização vaginal e retal por Estreptococos do grupo B em gestantes, 

reduzindo assim o risco de infecção nos recém-nascidos e seu uso profilático 

diário evita infecções em crianças desnutridas, melhorando assim o estado 

nutricional desde que associado a uma dieta apropriada (HO et al., 2016; KARA 

et al., 2019). Também foi relatado por trazer benefícios à saúde bucal, reduzindo 

os níveis salivares de Streptococcus mutans, bactéria capaz de gerar cáries 

(RUNGSRI et al., 2017).  Além disso, pode ser utilizado como adjuvante no 

tratamento do câncer, atuando como terapia complementar para curar a disbiose 

característica desse quadro clínico (VIVARELLI et al. 2019). 

 No entanto, a deficiência de produtos probióticos vegetais no mercado 

persistem e a necessidade de identificar linhagens capazes de crescer, e se 

manterem viáveis em tais matrizes se torna cada vez mais necessária. Entre as 

diferentes linhagens de L. rhamnosus, estudos vêm demonstrando o potencial 

da linhagem ATCC 7569 para ser utilizado na geração de novos produtos 

funcionais, como por exemplo sucos fermentados (FARIAS et al., 2016; SANTOS 

et al., 2017; ANDRADE et al., 2019). 

     Estudos têm demonstrado que L. rhamnosus ATCC 7469 possui 

atividade protetora contra Escherichia coli (LI, et al. 2012; ZHU et al., 2014). Li 

et al. (2012) verificaram que o pré-tratamento com doses de 1010 UFC/d durante 

uma semana em leitões, modelo ideal para o estudo de doenças gastrointestinais 
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humanas, pode moldar a composição da microbiota intestinal, atenuando as 

respostas inflamatórias e retardando a progressão da diarreia infecciosa (LI et 

al. 2012). Por sua vez, Zhu et al. (2014) constataram que a administração prévia 

dessa cepa auxilia no combate de infecções por E. coli pela geração de células 

T na lâmina própria (mucosa) e pela expansão celular do adesivo de Peyer 

(agrupamentos de folículos linfoides) no intestino delgado. No entanto, os 

autores ressaltam que a administração de elevadas doses do probiótico reduzem 

os benefícios profiláticos contra possíveis patógenos entéricos, sendo assim 

necessário maiores investigações sobre dosagens ideais para consumo.  

Outro estudo realizado in vivo, mostrou que L. rhamnosus ATCC 7469 

pode ser utilizado como controle eficaz na progressão de câncer do cólon 

(ZAHRAN et al., 2017). Também pode atuar na modulação de respostas imune 

em macrófagos, conferindo assim benefícios à saúde do hospedeiro, devido a 

sua influência sobre sistema imune (JORJÃO et al., 2015). Além dos benefícios 

acima citados, a linhagem padrão ATCC 7469 tem potencial para melhorar o 

desempenho de crescimento, qualidade da carne e imunidade em truta arco-íris, 

devido a sua atividade como probiótico (HOOSHYAR et al., 2020). 

Apesar de ser um micro-organismo nutricionalmente exigente (CHANG & 

LIEW, 2012), L. rhamnosus ATCC 7469 tem sido utilizado na elaboração de 

diferentes produtos probióticos, como suco de cereja (NEMATOLLAHI et al., 

2016), embutidos fermentados e sorvete à base de extrato solúvel de soja (DE 

MACEDO et al., 2008; FERNÁNDEZ, 2015). Por sua vez, a utilização desse 

micro-organismo no desenvolvimento de bebidas fermentadas formuladas a 

partir de frutas vem ganhando destaque, uma vez que tem sido relatado sua 

capacidade de crescer e manter-se viável em diferentes meios vegetais, como 

será descrito abaixo. 

L. rhamnosus ATCC 7469 foi utilizado na elaboração de suco probiótico 

fermentado de Maracujá da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.), no qual o 

micro-organismo alcançou viabilidade maior que 8 Log UFC/mL, produção de 

ácido lático (cerca de 6 g/L) e manteve-se viável durante 28 dias em estoque 

refrigerado (FARIAS et al., 2016). Em 2017, outra bebida à base de Maracujá da 

Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) foi elaborada, mas desta vez foi 
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adicionada pectina à formulação, a qual teve influência sobre a sobrevivência do 

micro-organismo nas condições gastrointestinais simuladas (SANTOS et al., 

2017).  

Além de bebidas à base de maracujá, L. rhamnosus ATCC 7469 também 

foi utilizado na elaboração de sucos fermentado e não fermentado de goiaba 

(Psidium guajava L.) com adição de inulina, prebiótico este que potencializou a 

sobrevivência do probiótico em estoque refrigerado (ANDRADE et al., 2019). Por 

sua vez, em 2020, Barros desenvolveu bebidas probióticas fermentadas à base 

de goiaba (Psidium guajava L.) e acerola (Malpighia punicifolia L.), previamente 

esterilizadas por termosonicação. Sendo assim, foi possível constatar que essa 

linhagem pode ser utilizada na produção de sucos fermentados de Maracujá, 

Goiaba e Acerola. 

A cada ano o número de trabalhos referentes a L. rhamnosus ATCC 7469 

vem crescendo e trazendo novas informações sobre este probiótico. Além dos 

benefícios que pode causar, esta linhagem é capaz de resistir às condições do 

ambiente gastrointestinal, como baixo pH e sais biliares, sinalizando assim sua 

habilidade de se manter viável após tais condições de estresse (SUCCI et al., 

2005; FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019). 

 

3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS 

O consumo de alimentos funcionais tem se mostrado uma tendência 

mundial, o que se deve especialmente pelo fato de os consumidores estarem 

cada vez mais conscientes da relação entre o perfil alimentar e a prevenção de 

doenças. Nesse contexto, o mercado de alimentos funcionais é um dos 

segmentos que tem apresentado rápido crescimento na indústria global 

(VORAGE et al., 2020). 

A relação entre alimentação e saúde tem impulsionado a busca por novos 

alimentos funcionais. Além de seus recursos nutricionais, o consumo desses 

alimentos também pode beneficiar as funções fisiológicas do organismo, 

melhorando o estado de saúde ou bem-estar e reduzindo o risco de doenças, 
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como obesidade, diabetes, hipertensão, doenças cardiovasculares, dentre 

outras (FREITAS et al., 2012; ALKHATIB et al., 2017; ASGARY et al., 2018). 

No Brasil, a Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA), atualizou, em 11 

de dezembro de 2018, a lei n° 18 e 19 de 30 de abril de 1999. A partir disso, pela 

primeira vez, uma definição oficial para o termo “alimento funcional” foi 

estabelecida em nosso país. Sendo assim, os alimentos funcionais, além de 

nutrir, garantem outros benefícios à saúde. Eles contêm constituintes que podem 

auxiliar, por exemplo, na manutenção de níveis saudáveis de triglicerídeos; na 

proteção das células contra os radicais livres; no funcionamento do intestino; na 

redução da absorção do colesterol; entre outros, desde que seu consumo esteja 

associado a uma alimentação equilibrada e a hábitos de vida saudáveis 

(BRASIL, 2018). 

Ainda de acordo com a ANVISA, ingredientes como ácidos graxos, 

carotenoides, fibras alimentares, fitoesteróis, polióis, probióticos, proteína de 

soja e quitosana são considerados funcionais (BRASIL, 2016a). O crescente 

interesse por esses componentes está baseado especialmente nos benefícios 

que seu consumo traz a uma ou mais funções fisiológicas do organismo, 

favorecendo a saúde, melhorando a qualidade de vida e auxiliando na redução 

de riscos de enfermidades (SILVA et al., 2016).   

De acordo com Suez et al. (2019), os probióticos são um dos suplementos 

alimentares mais consumidos no mundo, e isso pode ser atribuído 

especialmente a evidências científicas que têm descrito seus efeitos benéficos. 

Muito já se é conhecido acerca das linhagens probióticas, sendo agora o 

principal alvo no estudo e desenvolvimento desses produtos a busca por novas 

matérias primas que possam ser utilizadas como veículos para tais micro-

organismos. 

 Nos últimos anos tem havido crescente interesse no desenvolvimento de 

produtos probióticos não lácteos, uma vez que, tradicionalmente, esse mercado 

é dominado por laticínios. Fatores como o aumento da popularidade do 

vegetarianismo, intolerância à lactose, alto teor de colesterol em produtos 

lácteos e alergia à proteína do leite tem impulsionado a demanda por alternativas 

não lácteas (ALVES et al., 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016). 
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3.2.1 Sucos probióticos à base de fruta 

A utilização de sucos de fruta é uma boa aposta para a elaboração de 

bebidas probióticas. A presença de minerais, vitaminas, fibras dietéticas e 

antioxidantes (ESPINOZA & NAVARRO, 2010), além dos carboidratos inerentes 

a fruta, tornam esses vegetais possíveis substratos para culturas probióticas 

(MONTANARI et al., 2020). Por ser uma fonte alimentar natural, podem ser 

consumidos visando uma dieta saudável. Além disso, alguns sucos auxiliam na 

modulação de fatores de risco para doenças cardiovasculares, função endotelial, 

reatividade plaquetária e metabolismo de lipídios (HYSON, 2015). 

Os sucos de fruta têm atraído o interesse do setor de inovação alimentar 

para o desenvolvimento de bebidas probióticas, especialmente por serem 

matrizes ricas em compostos bioativos (PIMENTEL et al., 2020).  Juntamente 

com os cereais, os vegetais e a soja, as frutas estão sendo utilizadas para 

elaboração de alimentos probióticos não lácteos (LEBAKA et al., 2018) e de 

caráter vegano.  Sendo assim, a busca por novos sabores funcionais 

(MONTANARI et al., 2020), tem impulsionado estudos que visem formulação 

inovadoras.  

Algumas espécies de lactobacilos e bifidobactérias apresentam elevada 

tolerância a ambientes ácidos (SHORI, 2016), sendo assim capazes de serem 

utilizados para a geração de diferentes bebidas à base de fruta (NEMATOLLAHI 

et al., 2016; SANTOS FILHO et al., 2019; ROOBAB et al., 2020; VIEIRA et al., 

2020). Porém, além de avaliar o desempenho do probiótico no suco, a escolha 

da fruta deve levar em consideração sua disponibilidade regional como recurso 

alimentar. 

No Brasil, dentre as polpas que podem ser utilizadas para a elaboração 

de sucos probióticos, estão a Manga (Mangifera indica L.), o Maracujá (Passiflora 

edulis) e a Goiaba (Psidium guajava L.). A região nordeste é um dos maiores 

produtores destas frutas tropicais (EMBRAPA, 2004; EMBRAPA, 2015; 

EMBRAPA, 2019; CAVICHIOLI et al., 2020). Segundo a Instrução Normativa n° 

12, de 04 de setembro de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), os sucos de manga e maracujá devem possuir 

concentrações mínima de 50% e 12% para a polpa, respectivamente, desde que 
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adoçados. Por sua vez, o suco de goiaba deve apresentar no mínimo 35 % de 

polpa (MAPA, 2003).  

As concentrações de carboidratos, minerais, carotenoides, vitaminas e 

fibras dietéticas torna a manga uma matriz ideal para a sobrevivência probiótica 

(ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 2018). A polpa de maracujá, por sua vez, contém 

quantidades significativas de β-caroteno, riboflavina, niacina (vitamina B3), 

cálcio, fósforo e ácido ascórbico (vitamina C), com teor moderado de 

carboidratos e baixo conteúdo de gordura (CORRÊA et al., 2016). 

Adicionalmente, a goiaba, além de conter fibras e licopeno (MONTANARI et al., 

2020), é uma fonte potencial de minerais, açúcares e ácido ascórbico (TANWAR 

et al., 2014). 

Estudos têm sido realizados com o propósito de averiguar a sobrevivência 

probiótica em sucos de manga (ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 2018), maracujá 

(SANTOS et al., 2017) e goiaba (ANDRADE et al., 2019). Dentre esses 

trabalhos, a fermentação foi uma das estratégias utilizadas para melhorar o 

desempenho das culturas probióticas, uma vez que isso contribui não apenas 

para a preservação dos alimentos (MIN et al., 2018), devido a produção de 

bacteriocinas, que evitam a contaminação durante o armazenamento (PEREIRA 

& RODRIGUES, 2018), mas também proporciona maior viabilidade para a 

cultura probiótica (PIMENTEL et al., 2020). 

 No entanto, a deficiência de produtos probióticos vegetais no mercado 

persistem e a necessidade de identificar linhagens capazes de crescer, e se 

manterem viáveis em tais matrizes se torna cada fruta em um alimento 

probiótico: a adição do micro-organismo ao suco com posterior fermentação ou 

não (PEREIRA & RODRIGUES, 2018). A fermentação apresenta algumas 

vantagens pois ocorre a produção de novos compostos, reduzindo o teor de 

açúcar, melhorando o valor nutricional e estendendo a vida útil da bebida 

(RODRÍGUEZ et al., 2020). Além disso, o crescimento do probiótico no suco 

resulta em um produto com uma cepa microbiana mais adaptada, o que pode 

contribuir para taxas de sobrevivência mais altas, aumentando a qualidade do 

produto (PEREIRA & RODRIGUES, 2018). 
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Assim como a fermentação, a adição de aditivos que potencializam a ação 

probiótica, bem como a saúde do intestino tem sido utilizada em novas 

formulações funcionais. Dentro deste contexto, estão os prebióticos, 

“ingredientes fermentados seletivamente que permite alterações específicas, 

tanto na composição quanto na atividade da microbiota gastrointestinal, e que 

desta forma conferem benefícios ao bem-estar e a saúde do hospedeiro" 

(SLAVIN, 2013).  

3.2.2 Inulina  

A inulina é um frutano capaz de promover benefícios à saúde, 

especialmente por seu papel como fibra alimentar (NI et al., 2019). Este polímero 

natural é formado por 11 a 65 unidades de frutose e uma unidade de glicose 

terminal, organizados linearmente e unidos pelos elos β (2-1), que é resistente à 

hidrólise enzimática do trato gastrointestinal humano (FLINT et al., 2012; 

NAZZARO et al., 2012; ROLIN, 2015).  

Assim como os demais frutanos, possui caráter bifidogênico (ROLIN, 

2015) e vem sendo adotado como ingrediente funcional, especialmente por sua 

eficácia como prebiótico (NI et al., 2019; AHMED & RASHID, 2017), já que pode 

ser fermentada no intestino, gerando assim ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC) (MIREMADI & SHAH, 2012). A maior parte desses ácidos, formados 

pelas bactérias intestinais por meio da fermentação sacarolítica, é absorvida e 

metabolizada, contribuindo para o ganho energético do hospedeiro (MIREMADI 

& SHAH, 2012). 

Dentre as vantagens do consumo da inulina estão o crescimento seletivo 

de probióticos no cólon, a melhoria da imunidade do hospedeiro, a redução do 

nível de glicose no sangue, a manutenção do equilíbrio metabólico de lipídeos e 

a melhora da disponibilidade de minerais (KAUR & GUPTA, 2002). Além disso, 

por possuir baixo teor de açúcar, pode ser utilizada em produtos de baixas 

calorias e para diabéticos (AIDOO; AFOAKWA; DEWETTINCK, 2015). 

Devido às suas propriedades físico-químicas e funções fisiológicas, a 

inulina tem sido amplamente aplicada no desenvolvimento de produtos, sejam 

eles alimentares ou farmacêuticos (NI et al., 2019). Juntamente com os fruto-
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oligossacarídeos (FOS) e os galacto-oligossacarídeos (GOS), é um dos 

prebióticos mais utilizados nos mercados da Austrália, Europa e Estados Unidos 

(SIMS et al., 2014).  

Além de poder ser consumida isoladamente, a inulina tem sido 

incorporada juntamente com probióticos em diferentes alimentos, como bebida 

não láctea (ANDRADE et al., 2019), sorvete (BALTHAZAR et al., 2018), filme 

comestível (OROZCO-PARRA et al., 2020) e queijo (ARAÚJO et al., 2010), 

originando assim formulações simbióticas (FLINT et al., 2012). 

Segundo Rolin (2015), os simbióticos podem ser utilizados no combate de 

inflamações intestinais por proporcionarem o crescimento de lactobacilos e 

bifidobactérias endógenas. Rafter et al. (2007), estudando pacientes com câncer 

de cólon, verificaram que a intervenção simbiótica, utilizando inulina, L. 

rhamnosus e B. lactis, resultou no aumento significativo de Bifidobacterium e 

Lactobacillus, e diminuição de Clostridium perfringens na microbiota fecal. De 

acordo com o mesmo autor, combinações deste tipo podem representar um meio 

viável de quimioprevenção do câncer de cólon em humanos, por promover 

alterações na composição do ecossistema bacteriano na região do cólon. 

     A inulina vem sendo utilizada na manutenção da viabilidade probiótica 

durante armazenamento (SOUKOULIS et al., 2014). Sua associação com L. 

rhamnosus para a elaboração de bebidas à base de goiaba, foi capaz de 

potencializar a sobrevivência probiótica em 10% e 19%, em suco não fermentado 

e fermentado, respectivamente, quando em estoque refrigerado (ANDRADE et 

al., 2019). 

Além disso, estudos observaram que a inulina pode apoiar o crescimento 

de L. acidophilus, Bifidobacterium lactis e L. rhamnosus (SIMS et al., 2014), 

assim como possui efeito protetor sobre L. casei, aumentando sua sobrevivência 

em condições gástricas simuladas (OROZCO-PARRA et al., 2020). Desta forma, 

os efeitos protetores proporcionados pela inulina sobre diferentes probióticos, 

tornam esse frutano uma alternativa promissora para a elaboração de novas 

formulações de caráter simbiótico.   
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3.2.3 Xilitol  

Um dos aspectos mais importantes no desenvolvimento de novos 

produtos alimentares consiste na sua palatabilidade. Este aspecto se torna ainda 

mais importante quando nos referimos a produtos que não são considerados 

tradicionais, ou seja, que não são comumente consumidos pela população. O 

Brasil é o 4° maior consumidor de açúcar no mundo, e esse cenário está 

diretamente relacionado a problemas de insegurança alimentar da população, 

especialmente quando nos referimos ao sobrepeso e a obesidade, os quais 

podem influenciar no desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis, 

como problemas de coração, câncer, depressão e diabetes (BRASIL, 2016b). 

Em virtude disso, a incorporação no produto de adoçantes que agradem 

a população e que tragam benefícios à saúde do consumidor devem ser 

consideradas. Uma boa opção para tal propósito consiste na utilização do xilitol, 

adoçante hipocalórico, que está incluso no grupo dos edulcorantes, cujo 

consumo proporciona ingestão de menos calorias por grama se comparado à 

sacarose (DOSSIÊ EDULCORANTES, 2013).  

Quando comparamos o índice calórico, o xilitol apresenta 2,4 kcal/g, 

enquanto a sacarose possui 4,0 kcal/g, isto significa que sua utilização pode 

resultar numa diminuição de 40% do valor calórico do produto (DOSSIÊ 

EDULCORANTES, 2013). Além disso, o xilitol apresenta características 

adicionais que favorecem sua utilização como ingrediente alimentar, como calor 

negativo da solução causando assim sensação de "frescor" ao entrar em contato 

com a saliva, por não sofrer reação de Maillard que é responsável pelo 

escurecimento e redução do valor nutricional das proteínas, e, adicionalmente, 

por melhorar a cor e o sabor das preparações sem causar alterações 

indesejadas nas propriedades durante armazenamento (RIVAS et al., 2007).  

O xilitol é um açúcar-álcool penta-hidroxilado (C5H12O5) que ocorre 

naturalmente em frutas e vegetais, como ameixas, morangos, couve-flor e 

abóbora, em baixas concentrações (UR-REHMAN et al., 2015). Possui peso 

molecular de 152,15 g/mol (SALLI et al., 2019), e é amplamente utilizado como 

adoçante na indústria de alimentos (SATO et al., 2016). Adicionalmente, além de 

ter o poder edulcorante semelhante ao da sacarose (RIVAS et al., 2007), 
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apresenta propriedade antioxidante, crioprotetora e estabilizante (MOHAMAD et 

al., 2015). 

Por ser um adoçante natural, é encontrado em processos do metabolismo 

humano, não havendo evidências de danos à saúde (PEREIRA, 2002). No 

entanto, sua ingestão excessiva está associada a sintomas digestivos, como 

flatulência, inchaço, fezes moles e diarreia, sintomas estes que tendem a 

desaparecer com a interrupção do consumo JANKET et al., 2019; SALLI et al., 

2019).  

A incorporação deste poliol em alimentos é legalmente permitida, uma vez 

que é classificado pela Food and Drug Administration (FDA) como um aditivo do 

tipo GRAS (Generally Regarded as Safe) (MUSSATTO & ROBERTO, 2002). 

Apesar da Organização Mundial da Saúde (OMS) não estabelecer um limite para 

ingestão diária e a FDA indicar que seu consumo é permitido até atingir o 

adoçamento desejado, recomenda-se que seu consumo diário não ultrapasse 

60g, evitando assim seu efeito laxativo (GRASSE, 2012).  

Aproximadamente metade do xilitol consumido é absorvido pelo corpo, 

uma vez que é convertido no fígado em xilose, sendo posteriormente fosforilado, 

gerando a xilulose-5-fosfato, intermediário da via pentose-fosfato, para assim ser 

convertido em glicose, que é lentamente liberada na corrente sanguínea ou 

armazenada como glicogênio (SALLI et al., 2019). A substituição do grupo 

carbonila dos carboidratos por um grupamento álcool, dificulta a digestão deste 

adoçante, caracterizando assim sua baixa digestibilidade bem como a lenta 

liberação de glicose hepática, o que determina seu baixo índice glicêmico e 

insulinêmico (LIVESEY, 2003). Esta qualidade do xilitol é benéfica, 

especialmente para pacientes diabéticos ou com outros distúrbios nutricionais 

relacionados (DOSSIÊ EDULCORANTES, 2013), pois contribui com a 

manutenção de níveis estáveis de glicose (JANKET et al., 2019). 

Assim como os demais polióis, o xilitol, apesar de ser lentamente digerido 

e metabolizado pelo ser humano, é relativamente fácil de ser fermentado no 

cólon (LIVESEY, 2003), sendo assim um substrato para a microbiota intestinal. 

Desta forma, sua incorporação na dieta é capaz de modificar a microbiota 

intestinal (UEBANSO et al., 2017). Sua ingestão estimula o crescimento e a 
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atividade de bactérias produtoras de butirato, metabólito que serve de fonte 

energética para os colonócitos, e que apresenta efeitos anti-inflamatório, 

antineoplásico, de reforço a barreira colônica e indução da diferenciação e 

geração de células imunes (SATO et al., 2016).  

Adicionalmente, sua incorporação na dieta é capaz de melhorar a 

hiperlipidemia e prevenir o aparecimento de cárie (SODERLING et al., 2008; 

UEBANSO et al., 2017). Tais propriedades tornam esse adoçante uma boa 

opção para a substituição da sacarose.  Seu caráter hipocalórico associado ao 

seu papel na regulação da glicose e na modulação da microbiota intestinal 

(SODERLING et al., 2008; UEBANSO et al., 2017) são características desejáveis 

quando nos referimos a formulação de alimentos funcionais.  Além disso, suas 

propriedades tecnológicas tendem a garantir maior estabilidade e manutenção 

das propriedades nutricionais do produto elaborado (RIVAS et al., 2007; 

MOHAMAD et al., 2015). 

 

3.3 SOBREVIVÊNCIA DE PROBIÓTICOS FRENTE ÀS CONDIÇÕES DE 

ESTRESSE  

 Antes que um probiótico possa começar a cumprir seu papel biológico, 

deve sobreviver a condições de estresse ambientais impostos durante o 

processamento de alimentos e em sua passagem pelo trato gastrointestinal 

(MILLS et al., 2011). Sendo assim, seu sucesso e sua capacidade em trazer 

benefícios à saúde do consumidor irá depender de sua habilidade em suportar 

as condições tecnológicas de processamento e gastrointestinais (MATHIPA & 

THANTSHA, 2015). 

Os fatores de estresse no processamento de alimentos incluem 

temperaturas extremas, alterações no pH, bem como tensões osmóticas, 

oxidativas e da matriz alimentar (MILLS et al., 2011; CHEN et al., 2017). Além 

disso, a passagem pelo sistema digestivo é uma jornada arriscada para qualquer 

bactéria, tanto pelos baixos níveis de pH encontrados no estômago, quanto pelas 

propriedades detergentes da bile no duodeno (MILLS et al., 2011). 
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Entre os fatores que mais agridem os probióticos durante o 

desenvolvimento do produto e após ingestão está a variação do pH. Por serem 

sempre encontradas em ambiente ácido, as bactérias ácido-lácticas, dentre as 

quais está o gênero Lactobacillus, desenvolveram vários mecanismos para 

melhorar sua resistência a esse fator. Os quais envolvem: processos de 

neutralização, bomba de prótons e proteção e reparo de macromoléculas 

(WANG et al., 2017). No entanto, mesmo com esse aparato não há garantia de 

que o micro-organismo será capaz de sobreviver às condições adversas a serem 

enfrentadas. 

Desta forma, visando aumentar os níveis de resistência dos probióticos, 

seja no processamento, armazenamento ou após consumo, tem-se investigado 

diferentes maneiras de proporcionar maior estabilidade microbiana. Dentre as 

estratégias utilizadas, está a submissão de culturas probióticas a níveis 

subletais, também chamada de pré-adaptação, pré-exposição ou seleção, uma 

vez que, em algumas circunstâncias, condições estressantes prévias podem ter 

efeito positivo na viabilidade e eficácia dos probióticos, especialmente se 

combinados com matrizes alimentares de suporte (SUMERI et al., 2010; WANG 

et al., 2017). 

O pré-tratamento em condições de estresse pode conferir resistência e/ou 

melhorar a viabilidade de diferentes espécies de Lactobacillus (DE ANGELIS et 

al., 2001; KIM et al., 2001; DESMOND et al., 2002; DE ANGELIS et al., 2004; 

SAARELA et al., 2004; STREIT et al., 2008). Essa estratégia tem se tornado uma 

alternativa para aumentar a resistência de probióticos às condições 

gastrointestinais. Em 2015, Mathipa e Thantsha submeteram diferentes espécies 

de Lactobacillus a condições de estresse em que envolviam baixo pH e sais 

biliares. Após exposição, as células sobreviventes foram submetidas ao teste de 

simulação das condições gastrointestinais e os resultados demonstraram que a 

pré-exposição a fatores de estresse foi capaz de aumentar a resistência dos 

probióticos às condições gastrointestinais simuladas.  

Essa resposta ocorre especialmente porque as células possuem 

mecanismos adaptativos que garantem sua defesa no combate a danos 

intracelulares ou no aumento de sua robustez para suportar ambientes externos 
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letais (MILLS et al., 2011). No entanto, ainda se faz necessário esclarecer as 

lacunas existentes entre a pré-exposição a fatores de estresse e o aumento da 

resistência celular, motivo esse que tem impulsionado trabalhos que visem 

investigar parâmetros que possam estimular mecanismos de defesa das células 

após serem expostas a condições limitantes.  
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MICRO-ORGANISMO 

A cultura comercial do probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 foi 

adquirida a partir da Plast Labor (Rio de Janeiro) na forma liofilizada. A 

manutenção da cultura foi a partir de cultivo em caldo Man, Rogosa e Sharpe 

(MRS) (Kasvi, Brasil) durante 24 horas a 37°C em estufa bacteriológica 

(LABOR). Em seguida, a suspensão celular foi semeada em meio MRS com ágar 

(20 g/L) e incubada novamente a 37°C, pelo mesmo período. Posteriormente, 

para promover sua preservação, as células foram ressuspendidas em glicerol 

10% (v/v) e acondicionadas a -20 °C em freezer (FE 22, Electrolux), de acordo 

com a metodologia proposta por Chang e Liew (2012). A reativação do micro-

organismo foi realizada em meio seletivo para Lactobacillus, durante 24 horas a 

37 °C em estufa bacteriológica. 

 

4.2 POLPAS DE MANGA, MARACUJÁ E GOIABA 

As polpas de Manga (Mangifera indica L.), Maracujá Amarelo (Passiflora 

edulis) e Goiaba Paloma (Psidium guajava L.), foram adquiridas comercialmente 

no município de Igarassu, Região Metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil 

(-7.842743, -34.910525). De acordo com o fabricante, as polpas de manga são 

preparadas utilizando as variedades Espada e/ou Tommy. As mesmas foram 

armazenadas à -20ºC (FE 22, Eletrolux). 

 

 

4.3 FORMULAÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA 

A preparação do meio MRS, considerado grupo controle, foi realizada de 

acordo com especificação do fabricante, o qual foi, em seguida, esterilizado em 

autoclave durante 15 minutos a 121 °C. O caldo MRS, cuja concentração 

utilizada foi 54,4 g/L (conforme fabricante) era composto de (em g/L): Peptona 

(10); Extrato de carne (10); Extrato de Levedura (5); Glicose (20), Citrato 
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tiamônico (2); Acetato de sódio (5); Sulfato de magnésio (0,2) e Fosfato 

dipotássico (2).  

Os meios de cultura à base das frutas foram preparados com 55 % (v/v) 

de polpa e em seguida pasteurizados. O processo de pasteurização lenta foi 

realizado em banho-maria, durante 35 minutos a 67 ± 2 °C, com posterior 

resfriamento em banho de gelo (FELLOWS, P.J., 2009; MADIGAN et al., 2010, 

FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). O pH de todos os meios de cultura 

foi ajustado com NaOH (2M) ou HCl (2M) quando necessário. 

 

4.4 MÉTODOS ANALÍTICOS  

4.4.1 Caracterização das polpas 

A caracterização das polpas de manga, maracujá e goiaba foi realizada 

no Laboratório de Bromatologia no Centro Acadêmico da UFPE em Vitória de 

Santo Antão. As determinações dos sólidos solúveis totais (°Brix), Vitamina C, 

acidez titulável, cinzas, umidade e proteínas foram realizadas de acordo com o 

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Para cinzas utilizou-se o método de incineração 

em Mufla a 550 °C, para umidade foi realizada dessecação por secagem direta 

em estufa a 105°C e a análise físico-química para proteínas foi feita através do 

método de Kjedahl. Por sua vez, a determinação dos lipídeos ocorreu por meio 

do protocolo Bligh-Dyer (1959).  

4.4.2 Determinação da viabilidade celular 

A viabilidade celular foi realizada pela técnica spread-plate. Sempre que 

necessário as amostras foram diluídas serialmente em solução salina (0,9 % 

p/v). Um volume de 100 μL de cada diluição foi semeado em placas de Petri 

contendo o meio MRS acrescido de ágar (20 g/L), as quais foram incubadas a 

37 ºC, durante 48 horas em estufa bacteriológica (LABOR). É válido salientar 

que o número de vezes que cada amostra foi diluída variou de acordo com o tipo 

de meio em questão e a etapa do estudo para o processo de produção.  

4.4.3 Determinação do pH 
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A medição do pH foi realizada em pHmetro de bancada (Gehaka, PG200). 

Para calibração do equipamento foram utilizadas Solução Tampão (Buffer) pH 7 

± 0,02 (Dinâmica) e Solução Tampão (Buffer) pH 4 ± 0,02 (Dinâmica) ou Solução 

Tampão pH 10,00 de Ácido Bórico/Cloreto de Potássio (NEON). O aparelho foi 

utilizado para realização dos ajustes de pH durante a formulação dos meios de 

cultivo (item 4.3), bem como no transcorrer do teste de simulação gastrointestinal 

(item 4.8). Além disso, foi utilizado durante o estudo de estoque refrigerado, para 

acompanhar a estabilidade do pH nos produtos avaliados. 

4.4.4 Quantificação das concentrações de glicose, frutose e ácido lático 

por CLAE 

A quantificação das concentrações de glicose, frutose e ácido lático nos 

meios fermentados foi realizada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE). Para isso, as amostras foram centrifugadas a 6.720 g em 

microcentrífuga KASVI (K14-1215, Brasil) durante 15 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi diluído e filtrado em membrana millipore de 0,22 μm. A 

quantificação de glicose e frutose foi realizada com detector de índice de refração 

(RI), coluna de troca iônica com 300 milímetros x 7,8 milímetros e 9 μM de 

tamanho de partículas (Aminex ® HPX87H+, BioRad, EUA) e 60 ºC.  A fase 

móvel foi uma solução aquosa de ácido sulfúrico (5 mM) e o fluxo foi de 0,6 

mL/min. A quantificação da concentração do ácido lático foi realizada com a 

mesma coluna e fase móvel descritas para quantificação dos carboidratos, 

porém, a temperatura foi 35 ºC, o fluxo 0,5 mL/min e o detector utilizado foi o de 

arranjo de diodos (DAD). O equipamento possui uma bomba quaternária, 

desgaseificador, forno para controlar a temperatura da coluna e injetor 

automático. O software utilizado para a obtenção dos dados foi o LC Solutions, 

fabricado pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japão). 

4.4.5 Determinação de açúcares redutores totais 

Os teores de açúcares redutores totais (ART) foram obtidos pelo método 

do ácido dinitrosalicílico (DNSA), segundo Miller (1959). Dessa forma, para 

determinação da concentração, 1 mL da amostra foi alocado em tubo de ensaio 

e os carboidratos nela contidos foram hidrolisados com 1 mL de HCl concentrado 

a 67 °C durante 7 minutos, com posterior banho em gelo. Em seguida, a mistura 
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foi neutralizada com NaOH (6 M), utilizando fenolftaleína como indicador. Após 

hidrólise ácida, 0,5 mL do hidrolisado foi adicionado em um novo tubo de ensaio 

contendo 1 mL de DNSA. A mistura foi aquecida a 100 °C por 5 minutos e 

posteriormente resfriada em banho com gelo. Para realizar a leitura da 

absorbância a 540 nm em espectrofotômetro (Gehaka, VIS-200G) foram 

adicionados 20 mL de água destilada nas amostras. 

 

4.5 ESTUDO DO CRESCIMENTO DE L. rhamnosus ATCC 7469 NOS SUCOS 

DE MANGA, MARACUJÁ E GOIABA  

Com o propósito de investigar a capacidade de crescimento do probiótico 

em diferentes meios vegetais elaborados a partir das polpas de Manga, Maracujá 

e Goiaba, foram realizadas fermentações cujo pH inicial foi ajustado para 6,00 ± 

0,2 (NaOH, 2 M). Este pH foi escolhido, uma vez que espécies pertencentes ao 

gênero Lactobacillus são acidúricas, com pH ótimo para crescimento entre 5,5 e 

6,2 (DE MACEDO et al., 2008). Assim como especificado no item 4.3, o meio 

MRS foi utilizado como controle.  

As fermentações, no meio padrão e nos meios de fruta foram realizadas 

após reativação celular descrita no ítem 4.1. Para isso, foram adicionadas 10 % 

v/v da suspensão microbiana, reativada em MRS, em 90 mL de meio. As 

fermentações foram realizadas em Erlenmeyers de 250 mL durante 24 horas à 

37 °C. No decorrer do processo de fermentação foram acompanhados os 

seguintes parâmetros em intervalos de 6 horas: viabilidade (Item 4.4.2), pH (Item 

4.4.3), consumo de glicose e frutose e produção de ácido lático (Item 4.4.5). 

 

4.6 FERMENTAÇÕES EM CONDIÇÕES DE ESTRESSE ÁCIDO  

Para obter células mais resistentes às condições gastrointestinais 

simuladas foram realizadas fermentações sucessivas com diminuição gradativa 

do pH dos meios de cultura. Foram utilizados tanto o meio considerado padrão 

para o crescimento de L. rhamnosus (MRS), quanto os meios à base das polpas 

de frutas. O pH de cada meio foi ajustado para 6,00 ± 0,2, 4,00 ± 0,2 ou 2,00 ± 



41 
 

 

0,2 com NaOH (2 M) ou HCl (2 M), quando necessário. A suspensão microbiana 

obtida após a primeira fermentação (pH 6) foi utilizada como inóculo (10 % v/v) 

para a fermentação seguinte (pH 4). Da mesma forma, o inóculo, também de 10 

% v/v, para a terceira fermentação (pH 2) foi da suspensão microbiana obtida da 

fermentação com o pH ajustado para 4 (Figura 1a). Este procedimento foi 

denominado de gradiente total. 

Por sua vez, com o propósito de verificar a influência do gradiente na 

obtenção de células mais resistentes, um segundo grupo experimental foi criado 

e denominado de gradiente reduzido (r). Neste caso, não houve a fermentação 

com o pH do meio ajustado para 4 (Figura 1b). Um terceiro procedimento 

também foi adotado e recebeu o nome de seleção parcial (Figura 1c), uma vez 

que ocorreu sem a etapa da fermentação com o pH do meio ajustado para 2. 

Esta condição foi adotada apenas para os casos em que L. rhamnosus ATCC 

7469 não se manteve viável em meio com pH 2. 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Figura 1. Processo para a seleção em gradiente ácido total (A) e reduzido (B) de Lactobacillus 
rhamnosus ATCC 7469. A seleção parcial (C) foi considerada apenas nos casos em que o probiótico 

não se manteve viável no pH 2. 
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Todas as fermentações, independente do pH, foram mantidas em estufa 

bacteriológica a 37 ºC (LABOR). Quando realizadas em meio MRS, cada 

fermentação em estresse ácido teve duração de 24 horas. Por sua vez, com 

base nos resultados observados em meio padrão, o tempo de fermentação foi 

reavaliado. Dessa forma, as fermentações realizadas nos meios vegetais tiveram 

duração de 24 horas quando pH inicial foi 6, e 12 horas quando o pH inicial do 

meio foi 4 ou 2.  No decorrer desse processo, amostras foram retiradas em 

intervalos de tempo pré-definidos para que fossem avaliados a viabilidade celular 

(item 4.4.2), pH (item 4.4.3), glicose, frutose e ácido lático (item 4.4.5). A 

determinação da viabilidade foi realizada em triplicata e, as demais análises, em 

duplicata. Amostras com as células selecionadas foram submetidas ao teste de 

simulação das condições gastrointestinais (TSGI) (item 4.8). As fermentações 

foram denominadas de acordo com o meio, o pH utilizado e o tipo de seleção, 

gradiente total (t) ou gradiente reduzido (r) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Siglas e condições das fermentações realizadas no meio padrão (MRS) e 
nos meios à base de polpa de manga, maracujá e goiaba.  As letras t e r, correspondem ao tipo 

de seleção ácida realizada, ou seja, seleção total e reduzida, respectivamente. As 
fermentações realizadas em pH 4 correspondem a seleção parcial. 

Fermentação Meio pH Tempo (h) 

MRS6 

MRS4 

MRS2t 

MRS2r 

MRS 

MRS 

MRS 

MRS 

6 

4 

2 

2 

 

24 

24 

24 

- 

 

MGA6 

MGA4 

MGA2t 

MGA2r 

Manga 

Manga 

Manga 

Manga 

6 

4 

2 

2 

 

24 

12 

12 

12 

 

MJA6 

MJA4 

MJA2t 

MJA2r 

Maracujá 

Maracujá 

Maracujá 

Maracujá 

6 

4 

2 

2 

 

24 

12 

12 

12 
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GBA6 

GBA4 

GBA2t 

GBA2r 

Goiaba 

Goiaba 

Goiaba 

Goiaba 

6 

4 

2 

2 

 

24 

12 

12 

12 

 

Fonte: A autora (2021). 

4.6.1 Determinação da velocidade específica máxima de crescimento para 

L. rhamnosus 

Para determinar a velocidade específica máxima de crescimento no meio 

de cultura MRS, amostras de 1 mL foram retiradas a cada 6 horas, durante 24 

horas de cultivo. As amostras foram diluídas antes da leitura da absorbância (570 

nm) em espectrofotômetro (Gehaka, VIS-200G). A partir dos valores de 

absorbância e do tempo foi plotado gráfico no Excel ® em escala logarítmica e 

ajustado um modelo linear, em que a inclinação da reta obtida correspondeu a 

velocidade específica máxima de crescimento (μmax).  

4.7 ELABORAÇÃO DOS SUCOS PROBIÓTICOS FERMENTADOS 

CONTENDO INULINA E XILITOL 

Após a fermentação, foram adicionados inulina (5 g/L) e xilitol (10%) nos 

sucos probióticos. A concentração de trabalho para inulina foi selecionada 

levando em consideração o estudo realizado por ANDRADE et al. (2019). Por 

sua vez, a concentração de xilitol foi estabelecida com o intuito de mimetizar o 

efeito da sacarose utilizado por SANTOS et al. (2017). Ambos os aditivos foram 

adquiridos comercialmente da empresa Roval Farmácia de manipulação (Recife, 

Brasil). 

Para verificar a influência desses componentes sobre a estabilidade 

físico-química e microbiológica dos sucos fermentados, quatro condições foram 

elaboradas para cada suco: com adição de inulina (SI); com adição de xilitol (SX); 

com adição de inulina e xilitol (SIX) e ainda sem aditivos, chamado de suco 

controle (SC). Os sucos probióticos fermentados, elaborados conforme essas 

condições, foram mantidos em refrigerador (DC49A, Electrolux Super Freezer) 

por 60 dias a 4 °C.  Durante este período foram medidos pH, viabilidade, ART, 

glicose, frutose e ácido lático. A sobrevivência do probiótico ao teste de 
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simulação das condições gastrointestinais (item 4.8) também foi quantificada 

durante o estoque refrigerado.  

Além desses parâmetros, foi calculada a sobrevivência microbiana nas 

condições de estoque. Para isso, a viabilidade celular foi levada em 

consideração e a partir disso calculou-se a sobrevivência em porcentagem (%) 

por meio das seguintes equações. 

 

𝑆(%) =
𝑉2

𝑉1
× 100                                                                                                   (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 

𝑆(%) =
(𝑉2 − 𝑉1)

𝑉1
× 100                                                                                       (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 2) 

 

Nestes casos, V1 corresponde a viabilidade do momento anterior e V2 a 

viabilidade do momento seguinte. Para as situações em que foi observada morte 

celular, utilizou-se a Equação 1. Por outro lado, se o oposto foi observado, ou 

seja, houve aumento da viabilidade, utilizou-se a Equação 2.  Por fim, para se 

ter uma melhor compreensão de todo o bioprocesso, desde a obtenção do micro-

organismo e das polpas até etapa final, foi criado um fluxograma, o qual pode 

ser observado no Apêndice A. 

 

4.8 TESTE DE SIMULAÇÃO DAS CONDIÇÕES GASTROINTESTINAIS 

A metodologia utilizada na presente etapa foi realizada de acordo com os 

trabalhos de Buriti et al. (2010) e Santos et al. (2017). A partir desta análise, 

avaliou-se a sobrevivência das células de L. rhamnosus ATCC 7469 ao teste de 

simulação das condições gastrointestinais (TSGI). No primeiro momento, para 

simular a fase gástrica, o pH da amostra (20 mL) foi ajustado para 2,0 ± 0,2 com 

HCl (2 M). Em seguida, foi adicionada uma quantidade de pepsina para que a 

concentração fosse 3 g/L. Após a adição da pepsina retirou-se uma alíquota para 

a realização das etapas para a determinação da viabilidade inicial (Vi). Em 
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seguida, o frasco contendo a amostra foi acondicionado em incubadora rotativa 

(TECNAL) (150 rpm, 37°C) por 2 horas (Figura 2). 

 

Fonte: A autora (2021). 

Logo após a fase gástrica, as amostras foram direcionadas à fase 

entérica. Inicialmente, o pH foi ajustado para 5,0 ± 0,2 com solução alcalina 

(NaOH e NaH2PO4 .2H2O) e, durante 2 horas, a amostra foi novamente incubada 

nas mesmas condições da etapa anterior. Após duas horas, o pH da amostra foi 

ajustado para pH 7,0 com a mesma solução alcalina, e, novamente, a amostra 

foi acondicionada nas mesmas condições por mais 2 horas. Durante toda a fase 

entérica, as concentrações de pancreatina e de sais biliares foram mantidas em 

1 g/L e 10 g/L, respectivamente. Após as seis horas, foi retirada uma alíquota 

que seguiu para o procedimento da determinação da viabilidade final (Vf). A partir 

dos valores de viabilidade inicial e final, a taxa de sobrevivência (S) do L. 

rhamnosus foi determinada, em porcentagem, pela Equação 3: 

 

𝑆(%) =
𝑉𝑓

𝑉𝑖
× 100                                                                                                     (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 3) 

 

 

Figura 2. Esquema do Teste de Simulação das Condições Gastrointestinais (TSGI). Viabilidade inicial 

(Vi); viabilidade final (Vf). 
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4.9 ANÁLISE DE DADOS 

Objetivando a realização das análises, os valores médios para viabilidade 

do micro-organismo foram obtidos por meio de triplicatas experimentais e as 

demais análises foram realizadas em duplicata. Os dados obtidos foram 

analisados para o teste de variância (ANOVA) e de Tukey a partir do programa 

Statistica (StatSoft) com nível de significância de 5 %. Os gráficos foram 

construídos no Excel ® e do programa Origin 8.0 ®. As Figuras foram criadas 

usando o Paint 3D ® (Microsoft Lift London). 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 COMPOSIÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS POLPAS 

A Tabela 2 apresenta a composição físico-química das polpas de manga, 

maracujá e goiaba. As letras minúsculas (a, b, c) iguais indicam que não houve 

diferença significativa entre os teores dos parâmetros das respectivas polpas.  

 

Tabela 2. Composição físico-química das polpas de manga, maracujá e goiaba. 

 Polpas 

Composição Manga Maracujá Goiaba 

Umidade (g/100 g) 87,61 ± 
0,06a 

94,05 ± 
0,04b 

92,26 ± 
0,11c 

Cinzas (g/100 g m.s.)* 0,30 ± 0,01a 0,53 ± 0,01b 0,54 ± 0,08b 

Proteínas (g/100 g m.s.)* 0,48 ± 0,03a 0,64 ± 0,01b 0,37 ± 0,03a 

Lipídeos (g/100 g m.s.)* 0,05 ± 0,03a 0,05 ± 0,00a 0,03 ± 0,01a 

Sólidos solúveis totais (º 
Brix) 

10 ± 0,00a 10 ± 0,00a 8 ± 0,00b 

Acidez titulável (g/ 100 g) 0,27 ± 0,00a 2,11 ± 0,03b 0,12 ± 0,03c 
Vitamina C (mg/ 100 g) 31,7 ± 0,00a 28,17 ± 

0,00b 
28,17 ± 
0,00b 

       *m.s. matéria seca   

        abc letras iguais na horizontal não diferem significativamente (α ≤ 0.05) entre si. 

Fonte: A autora (2021). 

  

De acordo com a Instrução normativa nº 37, de 1º de outubro de 2018, do MAPA 

os sucos de manga e maracujá devem apresentar teores de sólidos solúveis em 

°Brix de no mínimo 11. Por sua vez, para o suco de goiaba o valor mínimo deve 

ser de 7. Levando isso em consideração, podemos constatar que após diluição 

das polpas para a produção das bebidas, apenas goiaba apresentou potencial 

de gerar um suco dentro deste parâmetro. No entanto, é válido ressaltar que o 

processo fermentativo, bem como a adição de componentes como a inulina e o 

xilitol podem aumentar o valor do °Brix, adequando assim os produtos dentro do 

estabelecido pelo MAPA. 

Dentre as polpas avaliadas, é possível afirmar, a partir da análise da 

Tabela 2, que a polpa de maracujá apresentou maior valor de proteína e uma 

maior acidez. De acordo com Shori (2016), a composição nutricional das frutas, 

que envolve teores de açúcares, minerais, vitaminas, proteínas, fibras dietéticas 
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e antioxidantes têm efeitos importantes na viabilidade probiótica. Além disso, a 

presença de fatores antimicrobianos, a oxigenação e atividade de água também 

exercem influência sobre o micro-organismo (ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 

2018).  

Sendo assim, a composição nutricional da matriz alimentar exerce 

influência sobre o crescimento microbiano, bem como terá reflexo no seu 

desempenho ao longo do seu armazenamento. Desta maneira, antes de realizar 

a elaboração de bebidas funcionais à base de polpas se faz necessário investigar 

a composição nutricional dessas, com o intuito de garantir o melhor desempenho 

possível do probiótico em questão. 

5.2 ESTUDO CINÉTICO DAS FERMENTAÇÕES REALIZADAS EM MEIOS DE 

CULTURA SEM ESTRESSE ÁCIDO 

O crescimento do L. rhamnosus ATCC 7469 foi avaliado pela viabilidade 

celular durante as fermentações com o meio MRS e os meios dos sucos de 

manga, maracujá e goiaba (Figura 3). O pH inicial foi 6 nas quatro condições.  

 

Fonte: A autora (2021). 

Figura 3. Viabilidade de L. rhamnosus durante as fermentações no meio padrão (MRS) e nos 

meios de cultura à base de polpa com pH inicial 6. 
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Apesar de não haver diferença significativa entre as viabilidades iniciais 

das quatro condições, especialmente por partirem do mesmo inóculo, o 

crescimento no meio do suco de maracujá foi mais rápido até mesmo do que o 

observado em meio MRS, meio este comumente utilizado para o cultivo de 

bactérias ácido láticas (CHANG & LIEW, 2012). Provavelmente, este 

comportamento de L. rhamnosus ATCC 7569 pode ser explicado pela 

composição físico-química da polpa de maracujá, refletindo assim o crescimento 

superior em relação aos meios de manga e goiaba (Tabela 2).  

Dentre as polpas utilizadas, a de maracujá foi a que apresentou maior teor 

de proteínas. (Tabela 2), fator este que provavelmente potencializou o 

crescimento de L. rhamnosus. De acordo com Pimentel et al. (2019), proteínas 

e fibras dietéticas podem proteger células do estresse ácido, garantindo assim a 

manutenção da viabilidade probiótica. Segundo este mesmo autor, a alta morte 

de probióticos em sucos clarificados consiste principalmente pela ausência ou 

níveis insignificantes de proteína (PIMENTEL et al. 2019). 

Na avaliação do crescimento nos meios dos sucos de manga e goiaba 

pode-se notar que o micro-organismo necessitou de mais 6 h para atingir sua 

viabilidade máxima. Portanto, as viabilidades máximas obtidas com 18 h (para o 

meio MRS e o meio do suco de maracujá) ou 24 horas (para os meios dos sucos 

de manga e de goiaba) geraram as seguintes velocidades máximas de 

crescimento celular: 0,16 Log UFC/mL.h-1 (maracujá), 0,10 Log UFC/mL.h-1 

(MRS e manga) e 0,07 Log UFC/mL.h-1 (goiaba). É importante salientar que 

apesar da viabilidade máxima nas fermentações dos meios MRS e do suco de 

manga terem sido observados com 18 e 24 horas, não existiu diferença 

significativa entre as produtividades máximas nestas duas condições de 

fermentação. 

Observa-se ainda que as viabilidades celulares após 24 horas das 

fermentações nos sucos não apresentaram diferença significativa e foram 

maiores do que a viabilidade na fermentação do meio MRS, no mesmo tempo 

avaliado. Evidenciando assim a capacidade de crescimento e manutenção da 

viabilidade deste probiótico nos meios à base de fruta. 
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Nas Figuras 4 e 5 são apresentadas as concentrações de glicose e 

frutose, respectivamente durante o estudo cinético das fermentações. O meio 

MRS continha maior concentração inicial de glicose, quando comparado aos 

meios à base de polpa de fruta. Por outro lado, mesmo com menores 

concentrações iniciais, os meios dos sucos de frutas continham frutose, além da 

glicose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: A autora (2021). 

Figura 4. Concentração de glicose nas fermentações realizadas por L. rhamnosus em 

meio padrão e nos meios à base de polpa com pH inicial 6. 
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Fonte: A autora (2021). 

 

No meio do suco de manga a concentração inicial de glicose foi 60,4 % e 

67,6 % superior do que nos meios de maracujá e de goiaba, respectivamente. 

Com relação à frutose, o meio de manga também apresentou maior 

concentração inicial de frutose, sendo esta 72,9 % e 45,1 % maior do que nos 

meios de maracujá e goiaba, respectivamente.  

Levando em consideração somente a disponibilidade de carboidratos, 

esperava-se que o crescimento do probiótico fosse maior no meio à base de 

manga, seguido do meio de goiaba e do meio de maracujá. Entretanto, isso não 

foi observado, uma vez que a viabilidade em meio do suco de maracujá foi 

superior àquela alcançada nas outras fermentações, superando inclusive o 

crescimento observado no meio MRS (Figura 3). 

O consumo de glicose nas fermentações dos sucos ocorreu até 12 horas, 

sendo de 32 %, 73 % e 50 %, nos meios do suco de manga, maracujá e goiaba, 

nesta ordem. Por outro lado, em MRS manteve-se durante todo o período 

avaliado, isto é, até 24 horas de cultivo, com consumo de aproximadamente 88 

%. 

Figura 5. Concentração de frutose nas fermentações realizadas por L. rhamnosus nos meios à 

base de polpa com pH inicial 6. 
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Por sua vez, para a frutose foi observado que o micro-organismo não 

utilizou esta fonte quando cultivado no meio do suco de goiaba, ou seja, não 

ocorreu consumo. Em meio de manga, L. rhamnosus metabolizou cerca de 10 

% da frutose disponível. No meio do suco de maracujá foi onde ocorreu a maior 

assimilação de frutose, com consumo de 69 %. Sendo assim, tais resultados 

indicam que mesmo contendo a menor disponibilidade de carboidratos, o 

probiótico apresentou maior facilidade de assimilação de tais nutrientes quando 

disposto no meio à base de maracujá.  

O desempenho metabólico de um micro-organismo vai além da 

necessidade de carboidratos no meio, e seu crescimento também depende de 

outros fatores nutricionais disponíveis, como vitaminas, minerais (SHORI, 2016) 

e proteínas (PIMENTEL et al., 2019). Apoiado nisso, podemos levar em 

consideração para tal discussão os fatores nutricionais estabelecidos para as 

polpas na Tabela 2.  

Com base na composição físico-química das polpas de frutas (Tabela 2), 

a polpa de maracujá, além de ter apresentado o maior teor para proteína, 

também se destacou com relação às concentrações de lipídeos e cinzas quando 

comparado com as polpas de goiaba e manga, respectivamente. Sendo assim, 

esses resultados apontam que, além dos carboidratos, diferentes concentrações 

de proteínas, lipídeos e minerais em sucos de fruta influenciam o perfil de 

crescimento de L. rhamnosus ATCC 7469. 

Na Figura 6 pode ser observado os valores do pH na fermentação do meio 

MRS e dos sucos de manga, maracujá e goiaba. É interessante notar, apesar do 

pH inicial dos quatro meios ter sido 6, que o pH no início das fermentações foi 

menor que esse valor.      Isso pode ser atribuído à produção do ácido lático por 

L. rhamnosus durante sua reativação, o qual, após transferência do inóculo (10 

% v/v), promoveu declínio do pH inicial nos meios que iriam ser fermentados.  
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Fonte: A autora (2021). 

 

Nos meios dos sucos de manga e goiaba houve uma maior redução do 

pH inicial após adição do inóculo, 23,17 % e 20,67 %, respectivamente. Por sua 

vez, no meio MRS e à base de maracujá essa redução foi de 3,92 % e 4,67 %, 

respectivamente. Com base em tais resultados percebeu-se a existência de um 

efeito tampão no meio MRS e no suco de maracujá, uma vez que, diferentemente 

do observado para os meios de manga e goiaba, obtiveram menores reduções 

em seus pHs após adição do inóculo.  

Gouveia (1999) investigou a capacidade tampão em sete sabores de 

sucos industrializados, dentre os quais estavam laranja, goiaba, abacaxi, 

pêssego, manga, damasco e maçã. Em seu experimento, o autor observou que 

os sucos de manga e goiaba      apresentaram a menor capacidade tamponante, 

assim como observado no presente trabalho. A habilidade de um suco resistir a 

mudanças no pH, ou seja, sua capacidade tampão, está relacionada com a 

quantidade de ácido titulável disponível em sua composição (PATUSSI, 2003). 

Sendo assim, ao relacionarmos a acidez titulável das polpas utilizadas no estudo 

atual (Tabela 2), conferimos que a polpa de maracujá apresentou o maior valor 

para este parâmetro, o que corrobora com seu maior efeito tamponante.  

Figura 6. Valores para o pH durante as fermentações realizadas por L. rhamnosus no 

meio padrão e nos meios à base de polpa com pH inicial 6. 
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Após verificar os valores iniciais do pH, o perfil do pH ao longo das 12 

horas de fermentação no meio padrão e nos meios de manga, maracujá e goiaba 

foi acompanhado. Nesse momento vale evidenciar que a variação em 

porcentagem do pH durante as fermentações levou em consideração os valores 

iniciais de cada meio e aqueles no momento em que esse parâmetro alcançou a 

estabilidade. Para o meio padrão a variação estabelecida levou em consideração 

a média do pH inicial (5,77 ± 0,04) e a média do pH obtido após 12 horas de 

cultivo (3,91 ± 0,05). Para os meios de manga, maracujá e goiaba as médias dos 

pHs iniciais foram 4,61 ± 0,03, 5,72 ± 0,10 e 4,76 ± 0,03, nessa ordem. 

Consecutivamente, os pHs considerados para calcular a variação foram obtidos 

após 18 horas em meios de manga (3,57 ± 0,01) e 12 horas de fermentação nos 

meios de maracujá (4,25 ± 0,00) e goiaba (4,14 ± 0,04). Com base nisso, 

verificamos que o decaimento deste parâmetro foi maior na fermentação do meio 

MRS (32%), seguido das fermentações dos meios de maracujá (26%), manga 

(22,5%) e goiaba (13%).  

A Figura 7 apresenta a concentração do ácido lático durante as fermentações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Figura 7. Concentração do ácido lático durante as fermentações realizadas por L. rhamnosus no 

meio padrão e nos meios à base de polpa com pH inicial 6. 
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A maior produção de lático foi obtida na fermentação do meio MRS, com 

o valor máximo alcançado com 18 horas de cultivo. Por outro lado, nas 

fermentações dos sucos de manga, maracujá e goiaba, 24 horas foi o tempo 

necessário para que ocorresse a produção máxima. A maior produtividade 

volumétrica máxima foi obtida em meio MRS (0,59 g/L.h), seguido da 

fermentação do suco de maracujá (0,36 g/L.h) e dos meios dos sucos de goiaba 

e manga,0,28 e 0,10 g/L.h, respectivamente. 

Amostras com 24 horas de cultivo foram utilizadas para a determinação 

da sobrevivência do L. rhamnosus nas condições gastrointestinais simuladas. A 

Figura 8 apresenta as viabilidades inicial e final do micro-organismo, além das 

respectivas sobrevivências. As células cultivadas em meio MRS não 

sobreviveram às condições simuladas e, por isso, não foram consideradas na 

elaboração do gráfico da Figura 8. 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Figura 8. Viabilidades celulares inicial e final e sobrevivência do L. rhamnosus ATCC 7469 em condições 

gastrointestinais simuladas. Diferentes letras minúsculas indicam que os valores diferem significativamente 

(α ≤ 0.05) para a polpa; diferentes letras maiúsculas indicam que os valores diferem significativamente (α ≤ 

0.05) entre as polpas. 
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Com base nos resultados obtidos para as condições gastrointestinais 

simuladas, foi observado que L. rhamnosus ATCC 7469 sobreviveu nos meios 

formulados a partir das três polpas de fruta. No entanto, o mesmo não ocorreu 

em meio padrão. Nesta condição o micro-organismo apresentou viabilidade 

inicial de 8,87 Log UFC/mL, no entanto, as células não foram capazes de se 

manterem viáveis após as 6 horas do teste.  

A habilidade de um probiótico sobreviver ao TSGI parece ser influenciada 

por aspectos como o tipo de meio em que o teste está sendo realizado, a 

linhagem do micro-organismo e a metodologia aplicada. Em um trabalho recente, 

pesquisadores verificaram que L. plantarum SI-1 e L. pentosus MU-1 

apresentaram viabilidades de 10 Log UFC/mL e 11 Log UFC/mL, 

respectivamente, após serem submetidos a simulação gastrointestinal em MRS 

(YUASA et al., 2020). Diferentemente do realizado no estudo atual, L. plantarum 

SI-1 e L. pentosus MU-1 foram submetidas a pH 3 durante fase gástrica, fator 

este que pode gerar maior sobrevivência probiótica, quando comparado ao pH 

2. A ausência de agitação, mimetizando assim os movimentos peristálticos, 

também pode ter influenciado os resultados de Yuasa et al. (2020). Com este 

exemplo, é possível refletir que a ausência de padronização para a simulação 

gastrointestinal tende a dificultar a realização de comparação entre espécies 

probióticas. Dessa forma, incentivamos a realização de investigações que visem 

estabelecer uma padronização metodológica para este teste, tornando assim a 

comparação de resultados mais eficientes.  

Por sua vez, Andrade et al. (2019), que seguiram a mesma metodologia 

empregada no trabalho atual, observaram que a sobrevivência de L. rhamnosus 

ATCC 7469 foi inferior a 20 % em suco de goiaba (45% v/v) não fermentado. No 

nosso caso, além de termos utilizado uma maior concentração de polpa para 

elaboração do meio (55% v/v), a etapa de fermentação tornou o micro-organismo 

mais resistente às condições gastrointestinais simuladas, garantindo assim 

maior sobrevivência. 

Um outro estudo, com o mesmo TSGI, desta vez realizado com maracujá 

da Caatinga, relatou que a sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 7469 foi de 

aproximadamente 50% após fermentação em meio com 20% (v/v) de polpa 
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(SANTOS et al., 2017). Este valor foi cerca de 10 % superior ao aqui observado 

para o maracujá amarelo (Figura 8). Sendo assim, é possível apontar que a 

natureza da polpa também exerce influência sobre o metabolismo probiótico, 

sendo comum observar variações de sobrevivência microbiana de acordo com a 

fonte vegetal utilizada, mesmo sendo pertencente ao mesmo gênero.  

De acordo com a Figura 8 houve diferença significativa entre as 

viabilidades iniciais e finais nas três amostras e isso refletiu na sobrevivência, 

que foram inferiores a 100%. Por outro lado, não houve diferença significativa 

entre os valores de sobrevivência, apesar da viabilidade inicial da amostra do 

suco de goiaba probiótico e fermentado ser significativamente diferente da 

viabilidade inicial das outras duas amostras. O que ressalta a importância do 

cálculo da sobrevivência na comparação das condições de fermentação.  

 

5.3 ESTUDO CINÉTICO DAS FERMENTAÇÕES REALIZADAS EM MEIOS DE 

CULTURA COM ESTRESSE ÁCIDO 

5.3.1 Influência da acidificação do meio MRS sobre o crescimento de 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

A Figura 9 apresenta o perfil de crescimento para o micro-organismo 

durante as fermentações sucessivas do meio MRS com diminuição do pH inicial 

a cada novo cultivo. Após plotar os dados das absorbâncias no Excel ®, a 

velocidade específica máxima foi determinada (µmáx), sendo essa 

correspondente ao coeficiente angular das equações geradas.  Dessa forma, foi 

possível observar que a fermentação em MRS com pH 6, o micro-organismo 

apresentou velocidade específica máxima de crescimento, µmax, de 0,21 h-1. Por 

outro lado, as células transferidas do MRS6 para o MRS4 cresceram mais 

lentamente com µmáx igual a 0,10 h-1. 

 

 

 

 



58 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Subsequentemente, foi observado que as células transferidas do MRS4 

para o MRS2t não apresentaram crescimento durante o período de observação, 

com queda da absorbância para zero após 6 horas de cultivo, e por isso, não foi 

possível determinar µmax nesta condição. Além da medida da absorbância 

também foram quantificadas a viabilidade e o consumo de glicose durante as 

fermentações do meio MRS em estresse ácido. 

A viabilidade na fermentação com pH 6 alcançou valor máximo com 18 

horas de cultivo, mantendo-se constante até 24 horas (fase estacionária) (Figura 

3). Por sua vez, a viabilidade na fermentação subsequente (MRS4) apresentou 

máxima viabilidade com 24 horas de cultivo (Figura 10). Os valores de viabilidade 

obtidos estão de acordo com a indicação de crescimento observada pela medida 

da absorbância (Figura 9). É necessário ressaltar que a diferença na viabilidade 

inicial de L. rhamnosus observada em MRS6 e MRS4, foram decorrentes da 

etapa precedente que o micro-organismo foi submetido. As células cultivadas em 

MRS6 foram oriundas da etapa de reativação em meio padrão, por sua vez, as 

utilizadas no MRS4, foram transferidas do cultivo na condição MRS6. 

Figura 9. Curva de crescimento do Lactobacillus rhamnosus durante fermentações em meio 

MRS com diminuição sucessiva do pH. 
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Na sucessiva fermentação do meio com pH ajustado para 2 (MRS2t) 

houve decaimento a zero nas primeiras seis horas, como também indicado pela 

medida da absorbância (Figura 9). Visando estimar o tempo máximo de 

sobrevivência nesta condição, todo o procedimento de fermentações sucessivas 

foi repetido e amostras entre zero e seis horas foram retiradas durante a terceira 

fermentação (pH ajustado para 2). Sendo assim, observou-se que a viabilidade 

decaiu a zero após duas horas de cultivo nesta condição. 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Assim como realizado em MRS6 (Figura 6 e Figura 7), também foram 

medidos o pH e a concentração de ácido lático quando o pH inicial foi ajustado 

para 4 (MRS4) (Figuras 11). Devido a morte celular nas fermentações com pH 

inicial igual a 2 (MRS2t), esses parâmetros não foram representados nos 

gráficos.  

 

 

Figura 10. Viabilidade do L. rhamnosus e consumo de glicose durante as fermentações do meio MRS com 

pH ajustado para 4. A sigla MRS4 corresponde ao meio com pH inicial 4. 
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Fonte: A autora (2021). 

 

No meio MRS6 o consumo de glicose foi 32,5 % maior do que no MRS4, 

o que está de acordo com o maior crescimento e, consequentemente, maior 

velocidade específica máxima de crescimento.  

Quando o pH inicial do meio foi ajustado para 4 (MRS4), a diminuição 

ocorreu até 18 horas de fermentação com queda de aproximadamente 8%. Por 

outro lado, o pH decresceu 32% até 12 horas na fermentação do meio com pH 

inicial igual a 6 (MRS6). Esses dados ressaltam a influência do pH do meio de 

fermentação sobre a atividade metabólica de L. rhamnosus ATCC 7462. 

A maior concentração do ácido lático na fermentação MRS6 foi observada 

com 18 horas de cultivo, mantendo-se constante até 24 horas. Esta 

concentração foi maior do que a máxima concentração observada na 

fermentação MRS4, a qual foi observada com 24 horas. Logo, assim como o 

crescimento, a produção do ácido lático também foi mais rápida na fermentação 

MRS6. Entretanto, vale ressaltar que houve crescimento, consumo de glicose e 

produção de ácido lático na fermentação MRS4.  

Figura 11. Concentração de ácido lático e pH durante as fermentações do meio MRS com pH 

ajustado para 4. A sigla MRS4 corresponde ao meio com pH inicial 4. 
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Um estudo publicado em 2018, avaliou a tolerância de L. rhamnosus à 

acidificação do meio MRS (ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 2018). Com base nos 

resultados obtidos, os autores verificaram que L. rhamnosus HN001 manteve 

sua viabilidade em torno de 8 Log UFC/mL após 24 horas em meio MRS com pH 

4. De acordo com a discussão realizada pelos autores, aspectos como o teor de 

glicose no meio e a cepa utilizada, assim como seus mecanismos de proteção e 

reparo, influenciam na resistência ao pH ácido. Sendo assim, a atividade 

metabólica da linhagem ATCC 7469 em MRS4 pode ter sido resultado de 

mecanismos adquiridos adaptativamente, os quais garantiram crescimento nesta 

condição. 

Sendo assim, as amostras contendo as células sobreviventes da segunda 

fermentação (MRS4) foram submetidas ao TSGI para verificar a influência da 

seleção parcial sobre a resistência microbiana ao teste. Entretanto, como 

previsto na terceira fermentação sucessiva, isto é, com o pH inicial do meio 

ajustado para 2 (MRS2t), houve decréscimo da viabilidade a zero ainda na fase 

gástrica (2 horas). O baixo teor de glicose, assim como a ausência de outras 

fontes energéticas, como frutose e sacarose, deve ter influenciado a resistência 

microbiana. Sendo assim, incentivamos investigações que visem estabelecer a 

relação entre teores de carboidratos e sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 

7469 ao TSGI, especialmente por ser um aspecto relevante no desenvolvimento 

de alimentos carregadores de probióticos. 

5.3.2 Influência da acidificação dos meios dos sucos de frutas sobre a 

viabilidade de Lactobacillus rhamnosus  

Nesta etapa do trabalho foram realizados estudos para a seleção de L. 

rhamnosus a partir dos meios formulados com polpas de frutas, manga – MGA 

(Mangifera indica L.), maracujá – MJA (Passiflora edulis) e goiaba – GBA 

(Psidium guajava L.).  

Após cultivo e estudo do crescimento de L. rhamnosus ATCC 7469 em pH 

6 (Item 5.2) realizou-se o acompanhamento da viabilidade, perfil de pH, 

concentrações iniciais e finais para glicose e frutose e produção de ácido lático 

nas três matrizes vegetais no pH 4 e no pH 2, nas fermentações sucessivas.  
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Antes de descrever os resultados obtidos vale a pena salientar, para maior 

compreensão, que nas fases com pH inicial ajustado para 4 e 2, o tempo de 

fermentação foi reduzido de 24 horas para 12 horas, devido ao maior estresse 

em tais condições. Esta alteração foi baseada tanto nos resultados obtidos 

durante a seleção em MRS quanto em testes preliminares realizados com os 

meios de polpa.  

5.3.2.1 Fermentações sucessivas em Suco de manga 

Os valores para a viabilidade, a glicose, a frutose e o pH durante 

fermentação com pH inicial igual à para 4 (MGA4), ou seja, a fermentação 

subsequente àquela do meio com o pH inicial ajustado para 6, estão expostos 

na Figura 12a.  

A viabilidade diminuiu (18,06 %) nas primeiras duas horas de cultivo, mas 

manteve-se constante até o final do período avaliado. O consumo de glicose foi 

mais acentuado a partir de seis horas (16,3 %) e o de frutose a partir de duas 

horas (10,1 %). O pH manteve-se constante. A partir destes dados, pode-se 

afirmar que houve apenas manutenção celular. 

Consecutivamente, os mesmos parâmetros foram analisados para a 

seleção total (MGA2t) e para a seleção reduzida (MGA2r). Os dados para 

seleção em MGA2t foram obtidos a partir da transferência da suspensão 

microbiana crescida em pH 4 (Figura 12b). Por sua vez, para a seleção em 

MGA2r foram coletados após transferência da suspensão microbiana 

diretamente do meio a pH 6 para o meio a pH 2, isto é, sem a etapa de 

crescimento em meio com o pH ajustado para 4 (Figura 12c). 

No meio MGA2t, L. rhamnosus manteve sua viabilidade constante, por 

volta de até 6 horas, apresentando uma discreta queda após esse período (8 %). 

O consumo de glicose foi praticamente nulo, com apenas 0,42%. Por outro lado, 

foi verificado para esta condição uma preferência pela frutose, com consumo de 

6,6 % após o período de avaliação.  

Assim como observado para MGA4, na condição atual também não houve 

produção de ácido lático e o pH diminuiu apenas 5 %, ou seja, os carboidratos 

consumidos foram utilizados para a manutenção celular, sem haver crescimento 
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e consequentemente produção de ácido lático. Após as 12 horas de cultivo 

verificou-se que, apesar da acidez do meio, L. rhamnosus teve uma 

sobrevivência de 93,23 %, valor este superior ao observado após as 12 horas de 

cultivo em MGA4, o que pode estar relacionado a ativação de mecanismo de 

proteção ao estresse ácido, como processos de neutralização, bomba de prótons 

e reparo de macromoléculas (WANG et al., 2017). 
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Figura 12. Viabilidade, concentração de glicose e de frutose e pH durante as fermentações em 
meio do suco de manga para a pH 4 (A), com pH inicial igual 2 durante seleção total (B) e com 

pH inicial igual 2 durante seleção reduzida (C). 

Fonte: A autora (2021). 
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Por outro lado, no meio MGA2r, ou seja, na ausência da etapa 

intermediária (MGA4), houve aumento da viabilidade durante as 12 horas 

(16,2%,). Houve consumo de 7,5 % para glicose, valor este superior ao 

observado em MRS2t. Adicionalmente observou-se consumo de 5,7 % da 

frutose disponível no meio nas 2 primeiras horas de cultivo. O pH manteve-se 

constante e não houve produção de ácido lático.  

Esses resultados indicam que a depender do pH em que L. rhamnosus 

ATCC 7469 esteja exposto, para meio à base de manga, o seu perfil metabólico 

irá se moldar. A preferência entre o consumo de glicose e frutose e até mesmo 

o consumo de ambos os carboidratos pode estar refletindo um sistema de 

sobrevivência que ainda necessita ser elucidado, especialmente quando nos 

referimos à seleção de probióticos em meios acidificados formulados a partir de 

polpa de fruta.  

Um outro aspecto que pode ter influenciado a resposta do micro-

organismo quando expostos ao pH 2 pode ter sido o pH do meio precedente no 

qual probiótico foi cultivado. Uma vez que, células provenientes do pH 4 apenas 

se mantiveram em pH 2 e as vindas diretamente do meio com pH 6 apresentaram 

potencial para crescimento. O estresse ácido é considerado o fator mais 

prejudicial ao crescimento e viabilidade de espécies do gênero Lactobacillus, 

podendo assim promover alterações significativas nas propriedades da 

membrana celular, como hidrofobicidade e composição de ácidos graxos 

(HADDAJI et al., 2015), trazendo assim reflexo no desempenho probiótico. 

5.3.2.2 Fermentações sucessivas em Suco de goiaba 

Após os estudos cinéticos realizados nos meios de manga, prosseguiu-

se com a avaliação da seleção em gradiente ácido para o meio de suco de 

goiaba. Os resultados obtidos para a viabilidade, as concentrações de 

carboidratos e o pH em GBA4 podem ser observados na Figura 13a. 

Nessa etapa, a viabilidade de L. rhamnosus ATCC diminuiu nas primeiras 

duas horas de cultivo (21,3%). Em contrapartida, após esse curto período, as 

células sobreviventes cresceram 32 % até o fim da fermentação. O consumo de 

glicose ocorreu de forma expressiva, especialmente após 6 horas de cultivo 
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(17%). Não foi observado consumo para a frutose e o pH apresentou pouca 

variação, diminuindo apenas 4,2%, devido à baixa produção do ácido lático (0,24 

g/L). 
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Fonte: A autora (2021). 

Figura 13. Viabilidade, concentração de glicose e de frutose e pH durante as fermentações 
em meio do suco de goiaba para a pH 4 (A), com pH inicial igual 2 durante seleção total (B) 

e com pH inicial igual 2 durante seleção reduzida (C). 
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Ao compararmos o comportamento de L. rhamnosus em meio de manga 

(MGA4) (Item 5.3.2.1) e de goiaba (GBA4), ambos com pH inicial 4, podemos 

perceber que nos dois casos houve morte celular entre as duas primeiras horas. 

No entanto, após este período o micro-organismo, quando em meio de manga, 

utilizou os carboidratos disponíveis para manter sua viabilidade. Por outro lado, 

em meio de goiaba, após queda na viabilidade o micro-organismo direcionou seu 

consumo especificamente para a glicose, sendo capaz de crescer. 

A Figura 13b mostra a seleção total em meio de suco de goiaba (GBA2t). 

Nessa condição, L. rhamnosus apresentou declínio em sua viabilidade até as 6 

horas de cultivo, com morte celular total. Não foi verificado consumo de glicose 

e de frutose, nem produção de ácido lático. O pH apresentou uma discreta queda 

(5,2%), provavelmente em decorrência da morte celular e ruptura da membrana 

plasmática com liberação do meio intracelular. 

Por conseguinte, foi acompanhada a seleção em gradiente reduzido em 

suco de goiaba (GBA2r) (Figura 13c). Nessa etapa, observou-se crescimento 

(50,05%), apesar de não ter sido verificada diferença entre as concentrações de 

glicose e de frutose ao longo do processo. Foi quantificada a baixa produção de 

ácido lático (0,08 g/L) e o pH manteve-se constante ao longo das 12 horas.  

Ao contrário do observado em GBA2t, o crescimento de 50,2% das células 

em GBA2r está relacionado à ausência da etapa intermediária do pH 4 e a 

robustez das células vindas diretamente do pH 6. Desta forma, associado com 

observado no meio à base de manga, a etapa do pH 4 torna as células de L. 

rhamnosus mais vulneráveis ao estresse em pH 2 da etapa seguinte. Em todas 

as condições analisadas na polpa de goiaba, o carboidrato que esteve disponível 

em maior quantidade foi a frutose, apesar de não ter sido consumido a partir do 

pH 6.  

Por sua vez, a menor concentração de glicose quando comparado com o 

meio de manga, influenciou a resistência do probiótico em GBA2t. Além das 

características genéticas do probiótico e o processamento a que foi submetido, 

o meio em que está inserido parece imprimir consequências no desempenho de 

L. rhamnosus ATCC 7469 quando em pH ácido. Corcoran et al. (2004) relataram 

que a resistência de L. rhamnosus GG ao estresse ácido depende do conteúdo 
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de glicose no meio. Segundo os autores, a glicose, por ser facilmente 

metabolizada, aumenta assim a disponibilidade do ATP intracelular permitindo a 

exclusão de prótons. Desta forma, a glicose, por ser uma fonte energética 

facilmente assimilada, pode auxiliar nos mecanismos celulares que buscam a 

homeostase do pH (ALONSO et al., 2014; ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 2018). 

5.3.2.3 Fermentações sucessivas em Suco de maracujá 

Por fim, o mesmo estudo foi realizado durante a seleção no meio de suco 

de maracujá. Os resultados para viabilidade, consumo de glicose e frutose, 

produção de ácido lático e pH em MJA4 podem ser observados na Figura 14a. 

No pH 4, a viabilidade apresentou um aumento de 3,5 % nas 12 horas de 

cultivo. O consumo de glicose e de frutose ocorreu de forma contínua durante 

todo o período de observação, com assimilação de aproximadamente 28 % e 

14,3 %, respectivamente. A produção de ácido lático foi de 1,8 g/L e o pH 

apresentou discreta redução ao longo da fermentação. 

Após o cultivo em pH 4, seguiu-se para o estudo cinético da seleção em 

pH 2 gradiente total (MJA2t), cujo valores para viabilidade, consumo de 

carboidratos e pH estão representados na Figura 14b. 

A viabilidade permaneceu constante durante todo o cultivo. Houve 

consumo de 14,6 % para a glicose durante as 12 horas. O consumo de frutose 

ocorreu mais expressivamente após as 6 horas de seleção, com assimilação de 

19,3 % ao final do processo. Foram produzidas 0,02 g/L de ácido lático, 

concentração esta que promoveu uma queda discreta no pH.  

Na Figura 14c estão os dados obtidos durante o processo de seleção em 

gradiente reduzido realizado no meio de suco de maracujá (MJA2r). Nessa 

etapa, o micro-organismo apresentou aumento de aproximadamente 9,9 % em 

sua viabilidade durante as 12 horas de seleção. Houve consumo de 11,3 % para 

a glicose e 18,1 % para a frutose. Foram produzidos 0,3 g/L de ácido lático e o 

pH do meio caiu 3,1 % durante esse processo fermentativo. 

Tais dados nos mostram que na fase sem a etapa intermediária do pH 4, 

ou seja, na seleção reduzida, o micro-organismo apresentou um melhor 
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desempenho. Ou seja, além de crescer, produziu uma quantidade de ácido lático 

15 vezes superior do que o observado em MJA2t. 
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Figura 14. Viabilidade, concentração de glicose e de frutose e pH durante as fermentações em meio 
do suco de maracujá para a pH 4 (A), com pH inicial igual 2 durante seleção total (B) e com pH inicial 

igual 2 durante seleção reduzida (C). 

Fonte: A autora (2021). 
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Em todas as condições analisadas para a polpa de maracujá, verificou-se 

que Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 conseguiu ao menos sobreviver, 

consumir os substratos disponíveis e ainda produzir ácido lático, conseguindo 

executar todas as funções do seu metabolismo mesmo quando em situações de 

estresse. Diminuição na viabilidade assim como na atividade metabólica, são 

aspectos observados sob estresse ácido (CHEN et al., 2017), uma vez que a 

maquinaria celular necessita direcionar seu metabolismo para mecanismos de 

reparo, buscando assim a homeostase do pH intracelular e evitando danos e 

alterações no envelope celular, bem como no DNA microbiano (MONTORO et 

al., 2017) 

Apesar do teor de glicose nos meios de maracujá serem semelhantes aos 

observados para os meios à base de goiaba, a maior concentração proteica 

dessa fruta provavelmente protegeu as células do estresse ácido (PIMENTEL et 

al., 2019), auxiliando assim na manutenção da viabilidade de L. rhamnosus em 

MJA2t e MJA2r. 

5.3.3 Comparação da sobrevivência de L. rhamnosus nos meios de manga, 

maracujá e goiaba em pH ajustados para 2 durante seleção total e reduzida  

A Figura 15 retrata em si a sobrevivência ou o crescimento das células de 

L. rhamnosus após as 12 horas de fermentação em pH 2, para os processos de 

seleção total (t) e reduzida (r), nos meios formulados a partir das polpas. 
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Fonte: A autora (2021). 

 

Para a etapa de seleção total percebeu-se que a sobrevivência 

microbiana variou de acordo com o tipo de meio vegetal. No meio do suco de 

goiaba (GBA2t) o processo não foi bem sucedido, uma vez que o micro-

organismo se mantendo viável apenas nas 2 primeiras horas de cultivo. Em meio 

à base de manga (MGA2t) as células apresentaram sobrevivência de 92,6 %, 

sendo esta a maior do que a sobrevivência encontrada em pH 4 (82,3 %). Por 

sua vez, no meio do suco de maracujá (MJA2t), foi observado além da total 

sobrevivência microbiana um discreto crescimento de aproximadamente 0,1 %. 

Por sua vez, para a seleção reduzida, verificou-se que L. rhamnosus não 

só conseguiu sobreviver (100 %) como também apresentou crescimento para 

todos os meios de suco de fruta. Os crescimentos observados em GBA2r, 

MGA2r e MJA2r foram de 50 %, 17,4 % e 10 %, nesta respectiva ordem.  

Estatisticamente foi possível verificar que, para os meios de manga e 

goiaba, a seleção reduzida garantiu aumento no percentual de células viáveis 

após as 12 horas de cultivo. No meio à base de maracujá também foi observada 

Figura 15. Sobrevivência em porcentagem de L. rhamnosus ATCC 7469 nos meios de manga, maracujá 
e goiaba em pH 2 para seleção total (pH2t) e seleção reduzida (pH2r) após as 12h de cultivo. 
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a mesma tendência, no entanto, não foi verificada diferença entre o percentual 

de células viáveis existentes após as 12 horas de seleção total e reduzida.   

Exceto na seleção total realizada em meio de goiaba, o micro-organismo 

foi capaz de sobreviver em todas as condições. Porém, quando as células 

estavam no processo de seleção reduzida, o micro-organismo ainda foi capaz 

de ter melhor desempenho, apresentando crescimento. Isso está relacionado à 

ausência da etapa intermediária do pH 4, pois ao ser transferido do pH 6 

diretamente para o pH 2, L. rhamnosus saiu de uma situação ótima de 

crescimento, tendo maior robustez celular para enfrentar às condições adversas 

de um pH mais ácido, como o 2. 

5.3.4 Sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 7469 nas condições 

gastrointestinais simuladas 

Após acompanhar o comportamento de L. rhamnosus ATCC 7469 nos 

três sucos para diferentes condições de pH, realizou-se o TSGI para as células 

que sobreviveram à seleção total e reduzida em pH 2. Este teste foi realizado 

com o propósito de verificar a influência do estresse ácido na sobrevivência 

microbiana em condições gastrointestinais simuladas.  

A sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 7469 após simulação das 

condições gastrointestinais em cada um dos meios vegetais está registrada na 

Figura 16. A células cultivadas em pH 6 foram utilizadas como grupo controle, 

uma vez que não foram submetidas a estresse ácido. 

No meio do suco de goiaba, o processo de seleção, seja ela total ou 

reduzido, não promoveu melhoria na sobrevivência microbiana em condições 

simuladas do sistema digestório, e sim o contrário. Apenas as células do grupo 

controle mostraram-se aptas a sobreviver ao TSGI, apresentando sobrevivência 

de 36,32%. 

Para o meio do suco de manga verificou-se, assim como no meio de 

goiaba, que ambas as seleções não foram capazes de potencializar a 

sobrevivência de L. rhamnosus no TSGI. Os processos de seleção total e 

reduzida promoveram redução de 20,4 % e 14,3 % no percentual de células 

sobreviventes após simulação gastrointestinal, respectivamente.  
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Fonte: A autora (2021). 

 

Nestes casos, as condições prévias de estresse nos meios de goiaba e 

manga não tiveram efeito positivo sobre a resistência de L. rhamnosus ao TSGI. 

A queda na porcentagem de sobrevivência pode ter sido motivada por alterações 

na funcionalidade da F-ATPase do probiótico, uma vez que isso pode acarretar 

na menor sobrevivência de bactérias láticas em pH ácido (WANG et al., 2017). 

Outros fatores, como produção de substâncias alcalinas, alteração na membrana 

citoplasmática assim como seus teores de ácido graxo e proteção ou reparo de 

macromoléculas estão envolvidos na capacidade de adaptação e resistência 

ácida (HUANG et al., 2016). Com base nisso, se faz necessário investigar e 

estabelecer experimentalmente os mecanismos intracelulares envolvidos na 

resistência ácida de L. rhamnosus.  

Por sua vez, no meio de suco de maracujá o mesmo padrão observado 

nos demais meios foi verificado para as células provenientes da seleção 

reduzida, uma vez que o percentual de células sobreviventes foi inferior (24 %) 

Figura 16. Sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 7469 ao teste de simulação das condições 
gastrointestinais após serem submetidas a seleção total (pH2t) e reduzida (pH2r). O grupo 
controle foi cultivado em pH 6. Diferentes letras minúsculas indicam que os valores diferem 

significativamente (α ≤ 0.05) para a polpa; diferentes letras maiúsculas indicam que os valores 
diferem significativamente (α ≤ 0.05) entre as polpas. 
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ao observado para as células controle (37 %). No entanto, quando L. rhamnosus 

foi submetido a seleção total sua sobrevivência foi potencializada, atingindo 47,3 

%. Após TSGI a viabilidade celular observada na condição controle foi de 3,47 

Log UFC/mL, enquanto em MJA2t foi de 4,58 Log UFC/mL, refletindo aumento 

de mais de 1 Log UFC/mL. Sendo assim, foi possível observar que a seleção em 

gradiente total em meio de suco de maracujá potencializou a sobrevivência do 

micro-organismo. 

De acordo com os resultados obtidos por Mathipa e Thantsha (2015), os 

autores evidenciam que a pré-exposição às condições estressantes resulta em 

um aumento na sobrevivência das células nas mesmas condições 

posteriormente. Em nosso trabalho, a partir dos testes realizados nos diferentes 

meios vegetais, constatamos que além da exposição prévia, no caso, a 

acidificação sucessiva do meio, o tipo do meio também exerce influência sobre 

o comportamento microbiano, podendo assim prejudicar ou potencializar a 

sobrevivência no TSGI. 

O bom desempenho do probiótico após seleção em gradiente total quando 

disposto em suco de maracujá pode estar relacionado à composição da polpa, 

principalmente o teor proteico, uma vez que proteínas podem proteger as células 

do estresse ácido (PIMENTEL et al., 2019), potencializando assim a viabilidade 

do probiótico. Além das proteínas, os teores de carboidratos e minerais também 

podem alterar a eficácia e viabilidade probiótica (FLACH et al., 2017). Sendo 

assim, encorajamos estudos que busquem elucidar como a matriz alimentar, 

especialmente nos sucos de fruta, pode influenciar na resistência probiótica às 

condições gastrointestinais.  

Por fim, os resultados obtidos e apresentados nessa seção com base no 

TSGI foram de suma importância, visto que a partir desta avaliação realizou-se 

a escolha de dois grupos, de acordo com o maior índice de sobrevivência para 

L. rhamnosus, MGA6 (44,6 %) e MJA2t (47,3 %). As células de L. rhamnosus 

obtidas em ambas as condições foram direcionadas aos experimentos 

subsequentes para elaboração das bebidas com ou sem inulina e/ou xilitol e 

avaliação da estabilidade dos produtos gerados em estoque refrigerado.  
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5.4 ELABORAÇÃO DE BEBIDAS FUNCIONAIS DE POLPA DE MANGA E 

MARACUJÁ 

Na presente etapa, as células de L. rhamnosus oriundas do cultivo em pH 

6 em manga (MGA6) e da seleção total em maracujá (MJA2t) foram utilizadas 

na geração de quatros produtos para cada polpa: Suco com inulina (SI), suco 

com xilitol (SX), suco com inulina e xilitol (SIX), e suco controle (SC), ou seja, 

sem aditivos. Vale colocar em destaque que a concentração de polpa utilizada 

para a elaboração das bebidas manteve-se em 55 % (v/v) assim como utilizado 

durante as fermentações em estresse ácido.  

Cada produto gerado, teve seu °Brix determinado no início do período de 

estudo e foi avaliado levando em consideração a estabilidade dos seguintes 

parâmetros ao longo dos 60 dias do estoque refrigerado: viabilidade celular, 

sobrevivência celular as condições de estocagem, pH, concentração de glicose, 

frutose, sacarose e ácido lático, bem como sobrevivência ao TSGI.   

5.4.1 Bebidas de manga 

Os valores para viabilidade e sobrevivência celular ao longo do estoque 

refrigerado para as bebidas à base de polpa de manga e células controle podem 

ser observados na Figura 17.  
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Fonte: A autora (2021). 

 

Ao longo do estudo, a viabilidade celular (Figura 17a) variou, 

independentemente da adição de inulina e/ou xilitol. No grupo controle (SC) a 

viabilidade de L. rhamnosus apresentou aumento (26,24%) nos 15 primeiros dias 

de estoque. Após esse período houve diminuição de 30,25%, atingindo assim 

7,25 Log UFC/mL. Embora tenha ocorrido queda na viabilidade, é importante 

Figura 17. Viabilidade (A) e Sobrevivência (B) de L. rhamnosus nos sucos controle (SC), com 
inulina (SI), com xilitol (SX) e com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de manga durante estoque 

refrigerado 
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salientar que o micro-organismo se manteve acima dos níveis de concentração 

recomendados, ou seja, entre 6 a 7 Log UFC/g ou mL de bioproduto (COMAN et 

al., 2012). Desta forma, suco de manga se mostrou um meio promissor para a 

incorporação do probiótico em questão, visto que, mesmo sem a adição de 

aditivos, o número de células foi superior a 7 Log UFC/mL aos 60 dias de 

estoque. 

Diferentemente do observado no presente estudo, Acevedo-Martínez et 

al. (2018) verificaram que L. rhamnosus HN001 começou a perder sua 

viabilidade após 15 dias de armazenamento refrigerado (4 °C) em suco de 

manga, atingindo assim cerca de 6,00 Log UFC/mL aos 20 dias. Por outro lado, 

neste mesmo trabalho, o mesmo suco apresentou-se mais adequado para a 

incorporação de L. casei, o qual manteve sua viabilidade em torno de 7 Log 

UFC/mL durante 30 dias de estoque refrigerado.  

Esses resultados demonstram a necessidade de se avaliar o 

comportamento de diferentes probióticos em sucos durante estoque refrigerado, 

uma vez que podem haver variações comportamentais baseadas na espécie 

e/ou linhagens utilizadas. É importante salientar que, L. rhamnosus ATCC 7469 

foi capaz de manter sua viabilidade por um período maior em relação a L. 

rhamnosus HN001 e L. casei observados por Acevedo-Martínez et al. (2018). 

Sendo assim, essa linhagem apresenta maior resistência em suco de manga 

fermentado durante o armazenamento prolongado. 

A adição isolada de inulina promoveu aumento contínuo na viabilidade de 

L. rhamnosus ao longo dos 45 dias. Durante este período a densidade celular 

atingiu 10,60 Log UFC/mL, valor equivalente ao atingido nos 15 primeiros dias 

do suco controle (SC) Estudos têm demonstrado que alguns micro-organismos 

podem crescer em temperaturas mais baixas, apesar de não ser uma condição 

ideal para crescimento (VALÍK et al., 2008; MATEJČEKOVÁ et al., 2016).  

 Em ambos os casos, ou seja, no suco controle e com inulina, após 

aumento da densidade celular verificou-se morte. Pimentel et al. (2015), 

observaram que a viabilidade de L. paracasei em suco de maçã suplementado 

com oligofrutose reduziu de 8 Log UFC/mL para 6,7 Log UFC/mL após 28 dias 

de armazenamento refrigerado (4 °C). Segundo os autores, a redução na 
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viabilidade probiótica pode estar relacionada a acidez, a presença de oxigênio 

ou ao baixo teor de compostos nitrogenados.  

Ainda referente ao SI, constatou-se que a adição de inulina influenciou 

positivamente a viabilidade microbiana no transcorrer dos primeiros 45 dias.  Isto 

implica dizer que a incorporação desse frutano favoreceu a sobrevivência 

microbiana, como pode ser observado na Figura 17b.  

 Andrade et al. (2019), observaram que a adição de inulina em suco de 

goiaba fermentado aumentou em 19 % a sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 

7469 durante 28 dias de armazenamento refrigerado, corroborando os 

resultados observados no presente estudo. Por sua vez, no trabalho de Khezri 

et al. (2018), a adição de inulina em suco de figo gerou melhores resultados para 

a viabilidade de L. delbrueckii no transcorrer do armazenamento. O suco 

probiótico com inulina apresentou maior contagem celular após 28 dias de 

estoque, mantendo-se 1 Log acima do tratamento sem inulina durante todo o 

período. Sendo assim, a incorporação de inulina em sucos de fruta probióticos 

aumenta a sobrevivência e possibilita a manutenção celular ao longo do estoque 

refrigerado 

Assim como no SC, houve aumento de 10 % e 18 % na viabilidade nos 

primeiros 15 dias nos SI e SIX, respectivamente. Por sua vez, a incorporação 

isolada do xilitol (SX) postergou esse aumento, que foi de 20 % aos 30 dias do 

estudo. 

Sendo assim, o xilitol favoreceu a estabilidade durante os primeiros 15 

dias (SX), diferentemente do observado para as demais condições, em que, 

neste mesmo período apresentaram aumento na densidade celular. Aos 30 dias 

ocorreu aumento de aproximadamente 16 % para a concentração de células 

viáveis em comparação ao observado nos 15 dias de estudo. Aos 60 dias (Figura 

17a) verificou-se queda da viabilidade. Desta forma, a adição de xilitol promoveu 

retardo na variação da viabilidade do micro-organismo, nos indicando assim 

maior estabilidade tanto para este parâmetro quanto para a sobrevivência do 

probiótico as condições de estoque (Figura 17b).  
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No suco com inulina e xilitol (SIX) houve aumento na viabilidade nos 15 

primeiros dias, sendo mais discreta da observada para o suco controle. Após 

esse período, a viabilidade permaneceu estável (9,10 ± 0,22 Log UFC/mL) e aos 

60 dias, apresentou queda de aproximadamente 16 %. Independentemente de 

ter sido observado aumento na viabilidade durante os 30 primeiros dias de 

estoque para o SIX, a flutuação da densidade celular foi semelhante à do suco 

com xilitol (SX), tendo, ambos, menores variações para a viabilidade das 

observadas no suco controle (SC) e com inulina (SI).  

De acordo com Mohamad et al. (2015), o xilitol, além de ser antioxidante, 

apresenta propriedade crioprotetora e estabilizante. O que indica que a 

incorporação desse componente em sucos de fruta probióticos promove maior 

estabilidade celular, reduzindo a susceptibilidade à fermentação e minimizando 

o crescimento de agentes patogênicos ao longo do armazenamento. Associado 

a isso, Salli et al. (2019) verificaram que diferentes linhagens de Lactobacillus, 

dentre as quais estavam L. rhamnosus GG e L. rhamnosus LB21, não crescem 

na presença de xilitol, sugerindo que esse adoçante não potencializa a 

viabilidade de L. rhamnosus.  

Com base na avaliação das quatro bebidas funcionais de manga, 

constatou-se que a adição de inulina isoladamente (SI) potencializou o aumento 

da viabilidade (Figura 17a) e da sobrevivência até os 45 dias de estoque (Figura 

17b), de forma gradual e contínua quando comparado com o SC. A ausência de 

aditivos (SC) não impediu as oscilações da viabilidade em suco de manga, 

porém reduziu a manutenção celular a partir dos 30 dias de armazenamento. Por 

sua vez, a incorporação do xilitol, isoladamente (SX) ou associado a inulina 

(SIX), minimizou variações da viabilidade, promovendo assim maior estabilidade 

para esse parâmetro ao longo do estoque refrigerado.  

Comparando as viabilidades inicial e final, foi possível observar que não 

houve redução da viabilidade nas formulações, exceto no SC, havendo um 

número maior de células viáveis ao final do estoque refrigerado (Figura 17a). 

Nas bebidas com aditivos pode-se perceber que a sobrevivência ao longo do 

estudo foi igual ou superior a 100 % (Figura 17b). Para o suco controle, a 

sobrevivência aos 60 dias foi de 88 %.  
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Esses dados demonstram que o suco de manga é um meio adequado 

para ser utilizado como veículo de L. rhamnosus ATCC 7469. O bom 

desempenho do probiótico na bebida de manga pode estar relacionado com a 

disponibilidade do ácido ascórbico inerente a polpa (Tabela 2). Segundo 

Acevedo-Martínez et al. (2018), esta vitamina é capaz de capturar o oxigênio 

dissolvido no sistema. Ao realizar esse sequestro, o ácido gera um ambiente 

anaeróbio, por reduzir o potencial redox, tornando assim o meio adequado para 

lactobacilos em geral. Além disso, a presença de açúcares, minerais e proteínas 

é de grande importância para a manutenção da viabilidade celular. 

A Figura 18 traz em si os valores para o pH dos quatro grupos durante o 

estoque refrigerado. É interessante observar que, nos primeiros 15 dias, o pH 

das bebidas apresentou comportamento semelhante, tendo redução. Entre 15 e 

45 dias, o comportamento do pH foi diferente nos quatro casos. No SC, o pH 

manteve-se constante. Nos sucos apenas com inulina (SI) ou com xilitol (SX) foi 

observado aumento de 10,5% e 4,5 %, respectivamente, seguido de redução. E 

no SIX houve redução de 8,8 % aos 30 dias, seguido de estabilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Figura 18. Valores dos pHs para os sucos controle (SC), com inulina (SI), com xilitol (SX) e com 
inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de manga durante estoque refrigerado. 
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Ao final do estoque refrigerado, o pH dos sucos controle (SC), suco inulina 

(SI) e suco inulina e xilitol (SIX) manteve-se estável. Por outro lado, foi observada 

redução de 12 % no pH do suco xilitol (SX). Apesar dessas variações, o pH ao 

longo do estudo não foi menor que 3 e nem maior que 3,7, para todos os grupos 

avaliados.  

De forma geral, o aumento na viabilidade ao longo do estoque (Figura 17 

a) exerceu influência sobre o pH dos quatro produtos à base de manga. Apesar 

do ambiente refrigerado não conter as condições ideais para o crescimento de 

L. rhamnosus, o aumento da viabilidade gerou a produção de ácido lático (Tabela 

3), principal produto do metabolismo primário das bactérias ácido-láticas. Ao 

compararmos o pH inicial e após 60 dias de estudo, podemos observar que todas 

as bebidas apresentaram queda desse parâmetro.  

 

Tabela 3. Concentrações para glicose, frutose e ácido lático nos sucos controle (SC), 
com inulina (SI), com xilitol (SX) e com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de manga em 0 e 

60 dias de estoque refrigerado. 

  Formulação 

Período Parâmetro SC SI SX SIX 

Inicial  

Glicose (g/L) 11,17 ± 0,70 aA 10,68 ±0,33aA 9,71 ± 0,16aA 9,94 ± 0,26aA 

Frutose (g/L) 17,79 ± 0,17Aab 18,27 ± 0,47aB 16,10 ± 0,68aA 16,08 ± 0,07aA 

Ac. Lático (g/L) 6,29 ± 0,79Aa 6,49 ± 0,01aA 5,61 ± 0,09aA 5,30 ± 0,11aA 

Final 

Glicose (g/L) 10,16 ± 0,01aA 11,95 ± 0,01bB 10,27 ± 0,03bA 9,52 ± 0,12aC 

Frutose (g/L) 17,74 ± 1,55aAB 19,78 ± 0,16aB 16,39 ± 0,12aA 16,76 ± 0,05bbA 

Ac. Lático (g/L) 11,76 ± 0,42bA 10,21 ± 0,15bA 9,94 ± 0,93bA 10,76 ± 0,45bA 
ABC letras iguais na horizontal não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.                         

abc letras iguais na vertical não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.  

Fonte: A autora (2021). 

 

Segundo Shori (2013), a queda no pH ao longo da refrigeração pode 

ocorrer, especialmente, pela atividade metabólica residual das bactérias. No 

caso de L. rhamnosus, essa atividade deve ter sido aumentada em decorrência 

das características nutricionais da polpa de manga (Tabela 2), por ser rica em 

nutrientes, como vitaminas, minerais, proteínas e carboidratos. Além disso, a 
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ausência de culturas iniciais que pudessem competir por nutrientes (KUMAR et 

al., 2015), corroboram com o potencial de probiotização do suco de manga pela 

linhagem de L. rhamnosus ATCC 7469.  

A quantidade inicial de glicose foi igual em todas as formulações. Para a 

frutose, foi observado que o suco com inulina (SI) apresentou maior 

concentração inicial quando comparado com os demais sucos contendo aditivos 

(SX e SIX). De acordo com as análises realizadas em CLAE não foi possível 

quantificar o consumo de glicose e frutose ao longo do estudo, uma vez que não 

houve queda em suas concentrações ao longo dos 60 dias de estudo (Tabela 3).  

O aumento nos valores da glicose, após 60 dias de estudo, nos sucos com 

inulina (SI) e com xilitol (SX) e da frutose no SIX, ressaltam a presença de 

sacarose nas bebidas, inerente da própria polpa, e sua inversão durante o 

período de armazenamento. A inversão da sacarose é uma reação química que 

transforma esse dissacarídeo em glicose e frutose (CHANTASIRIWAN, 2020). 

Brighenti et al. (2011) ao avaliarem a capacidade de inversão da sacarose em 

sucos de limão, observaram que fatores como pH, concentração e teor de ácido 

cítrico podem influenciar no rendimento da inversão.  

Associado a análise em CLAE, realizou-se a quantificação dos açúcares 

redutores totais (ART). Os teores iniciais nos SC, SI, SX e SIX, foram de 47,79 

g.L-1, 35,84 g.L-1, 80,05 g.L-1 e 71,70 g.L-1, respectivamente. Desta forma, a 

adição do xilitol resultou em aumento no teor de açúcares disponíveis. Os valores 

de açúcares redutores totais no SC e SI apresentaram-se estáveis ao longo do 

armazenamento. Por outro lado, a redução no ART de 28,4 % e 16,7 % nos SX 

e SIX, nessa ordem, indicando assimilação de açúcares.  

Apesar do aumento no valor energético para os produtos contendo xilitol, 

é válido salientar que a adição desse adoçante ainda se faz vantajosa quando 

comparado com a sacarose. De acordo com o Dossiê Edulcorantes (2013), o 

xilitol apresenta apenas 2,4 kcal/g, enquanto a sacarose possui 4,0 kcal/g, o que 

significa que a utilização do xilitol pode resultar numa diminuição de 40% do valor 

calórico do suco. Além disso, por ser um adoçante natural, é encontrado em 

processos do metabolismo humano, não havendo evidências de danos à saúde, 
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o que não pode ser considerado para outros tipos de adoçantes como sacarina, 

ciclamato e aspartame (PEREIRA, 2005). 

Adicionalmente, o °Brix foi quantificado no início do estoque para as 

quatro formulações, como pode ser observado na Figura 19. A escala em 

percentagem de °Brix representa as concentrações percentuais dos sólidos 

solúveis contidos em uma amostra (CAVALCANTI et al., 2006), refletindo 

também o percentual de açúcares dissolvidos no meio. Em manga, a adição de 

xilitol, bem como da inulina, promoveu aumento neste parâmetro, uma vez que 

a incorporação desses aditivos aumentou o teor de sólidos solúveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

Os teores de °Brix no suco controle e com adição de inulina ficaram abaixo 

do valor mínimo de 11, estabelecido para bebidas à base de manga (Mangifera 

indica L.) pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 

2018). A adição do xilitol possibilitou que os produtos se enquadrassem no 

exigido pela legislação brasileira. Apesar de ter havido aumento do índice 

calórico do produto, a adição de xilitol ainda é vantajosa quando comparada à 

Figura 19. Valores obtidos no início do estoque refrigerado do °Brix para o suco controle (SC), suco com 
inulina (SI), suco com xilitol (SX) e suco com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de manga. Diferentes 

letras maiúsculas indicam que os valores diferem significativamente (α ≤ 0.05) entre as bebidas. 
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da sacarose, pois garante 40 % menos kcal/g (Dossiê Edulcorantes, 2013). Além 

de ser um adoçante hipocalórico, o xilitol pode auxiliar na regulação da glicose e 

modificação da microbiota intestinal (SODERLING et al., 2008; UEBANSO et al., 

2017) potencializando a ação funcional dos produtos que o contém.   

Por fim, para a concentração de ácido lático, não houve diferença 

significativa entre os quatro grupos no início do estoque (Tabela 3). Apesar de 

ter sido observada produção nas quatro formulações, quantitativamente não 

apresentaram diferença entre si após os 60 dias. Desta forma, podemos afirmar 

que a incorporação de inulina e xilitol não exerceu influência sobre a produção 

do ácido lático. Contudo, apesar da viabilidade ao longo do estoque, a 

produtividade de ácido lático foi baixa, com valor médio de 4.10-3 ± 0,00 g/L.h-1 

ao dia. 

A presença desse ácido nos sucos fermentados pode ser vista como uma 

estratégia de conservação, uma vez que sua ação inibe a ação de organismos 

patogênicos, possibilitando a preservação dos componentes presentes no 

produto até seu consumo, potencializando assim a qualidade e reduzindo as 

chances de contaminação (AXELSSON & AHRNÉ, 2000). Além disso, a ação de 

bactérias ácido lácticas, como L. rhamnosus, exibe atividade antimicrobiana, por 

meio da produção de diferentes metabólitos, como bacteriocinas e peróxido de 

hidrogênio, que podem atuar como bioconservantes naturais (MOKOENA, 

2017). 

 

5.4.2 Bebidas de maracujá 

Assim como realizado para as bebidas de manga, os valores da 

viabilidade e sobrevivência celular foram acompanhados ao longo de 60 dias de 

estoque refrigerado nos sucos de maracujá. Vale ressaltar que, neste caso, as 

células utilizadas para elaboração das bebidas foram selecionadas em gradiente 

total e no meio da mesma fruta (MJA2t). Diferentemente do observado para o 

suco controle (SC) de manga, em que ocorreu aumento da viabilidade nos 15 

primeiros dias, em maracujá, houve estabilidade para este parâmetro (Figura 20 
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a), assim como para a sobrevivência (Figura 20 b). Após 30 dias, a viabilidade 

reduziu 17,60 %, e se estabilizou, atingindo 7,55 Log UFC/ mL após 60 dias. 

Sendo assim, as células utilizadas na elaboração do SC à base de 

maracujá apresentaram menores flutuações da viabilidade ao longo do 

armazenamento quando comparadas com as células empregadas no SC de 

manga. Esse padrão comportamental pode ter ocorrido em decorrência da etapa 

fermentativa em estresse ácido. Assim como, pode ter sido influenciada pela 

característica de cada polpa (Tabela 2). Uma vez que, a composição nutricional 

das frutas, que envolve os teores de açúcares, minerais, vitaminas, proteínas, 

fibras dietéticas e antioxidantes têm efeitos importantes na viabilidade probiótica 

(SHORI, 2016).  
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Fonte: A autora (2021). 

 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 vem sendo utilizado na elaboração 

de sucos fermentados e não fermentados, mostrando viabilidades superiores a 

7 Log UFC/mL em estoque refrigerado (ANDRADE et al., 2019). Farias et al. 

(2016) verificaram que este probiótico manteve sua viabilidade estável ao longo 

Figura 20. Viabilidade (A) e Sobrevivência (B) de L. rhamnosus nos sucos controle (SC), com inulina 
(SI), com xilitol (SX) e com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de maracujá durante estoque 

refrigerado. 
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de 28 dias em suco de maracujá da caatinga (Passiflora cincinnata Mast.). 

Resultados semelhantes foram observados no presente estudo, durante 30 dias 

de estoque para o SC. No entanto, vale salientar, que o período de 

armazenamento empregado no presente trabalho foi superior ao realizado por 

Farias et al. (2016), refletindo assim que esta bebida pode ser mantida sob 

refrigeração por um período superior. 

Por sua vez, o comportamento de L. rhamnosus no suco com xilitol (SX) 

foi semelhante ao observado para o suco controle (SC). No entanto, se distinguiu 

do observado em meio de manga, no qual houve aumento da viabilidade 

probiótica. A sobrevivência no SX (Figura 20 b) em maracujá, manifestou quedas 

sucessivas no decorrer do armazenamento, atingindo seu menor valor após 60 

dias (68 %).  Desta forma, tais resultados ressaltam que o tipo de polpa influencia 

no comportamento do probiótico ao longo do estoque. Além disso, os resultados 

apontam que L. rhamnosus ATCC 7469 não cresce na presença de xilitol, assim 

como verificado para L. rhamnosus GG e L. rhamnosus LB21 por Salli et al. 

(2019). 

A adição de inulina isoladamente (SI) favoreceu o aumento da viabilidade 

celular em 10 % nos primeiros 15 dias de estoque, seguido de estabilidade e 

posterior queda até os 60 dias, momento em que o micro-organismo atingiu 9 

Log UFC/mL. O aumento da viabilidade, tanto em manga quanto em maracujá, 

nos sucos contendo exclusivamente inulina (SI), reflete que esse prebiótico 

potencializa a atividade de L. rhamnosus ATCC 7469, indicando que a junção de 

ambos gera uma associação simbiótica. 

Apesar da viabilidade inicial de L. rhamnosus ter sido inferior no SIX 

quando comparado com as demais bebidas, esta formulação apresentou maior 

estabilidade ao longo do armazenamento. Após 60 dias, foi a condição que 

garantiu maior sobrevivência probiótica (Figura 20 b), seguido do SI. 

Evidenciando que a incorporação de inulina trouxe benefícios à viabilidade 

microbiana ao longo do estoque.  

Este prebiótico vem sendo relatado por proteger as células contra acidez 

e condições ambientais adversas (KHEZRI et al., 2018). Além disso, a inulina 

exerce um importante papel na manutenção celular durante o armazenamento 
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refrigerado, o que deve estar relacionado a sua atuação como fonte de carbono 

disponível para a manutenção das células, evitando assim lesões causadas pela 

acidez (KHEZRI et al., 2018). 

Em oposição ao observado para as formulações à base de manga, a 

sobrevivência (Figura 20 b) de L. rhamnosus nos sucos controle (SC) e com xilitol 

(SX) apresentaram queda desde os 15 dias de estocagem. Estas formulações 

também apresentaram a menor estabilidade ao longo do período de estudo, com 

as menores sobrevivências após 60 dias. Apesar da sobrevivência microbiana 

ter aumentado até os 30 dias no suco com inulina (SI), ao final do estudo foi 

inferior a 100 %. Dentre as condições avaliadas, apenas no suco com inulina e 

xilitol (SIX) o micro-organismo manteve sua taxa de sobrevivência acima de 100 

% durante todo o estudo, apresentando também maior estabilidade. 

Independente da viabilidade inicial, todas as bebidas, exceto o SX, apresentaram 

concentrações em torno de 7,7 ± 0,10 Log UFC/ml aos 60 dias de estoque 

refrigerado. 

Associado aos valores observados para a viabilidade, os valores de pH 

das quatro formulações à base de maracujá foram acompanhados e podem ser 

observados na Figura 21. Tanto o SC quanto o SIX não tiveram variação no pH 

ao longo dos 60 dias. A ausência de crescimento em ambas as condições 

garantiu a estabilidade deste parâmetro nos produtos. A adição simultânea da 

inulina e do xilitol garantiram manutenção celular e consecutiva invariabilidade 

do pH, diferentemente do percebido no SC, onde ocorreu redução na 

sobrevivência devido a morte celular.  

No suco com inulina (SI) houve variação do pH, provavelmente motivado 

pelo aumento da viabilidade durante o estoque (Figura 20 a). É interessante 

observar que mesmo sobre refrigeração e após ter passado por seleção em 

gradiente ácido, L. rhamnosus foi capaz de aumentar sua viabilidade na 

presença desse prebiótico, corroborando assim com a existência de efeito 

sinérgico entre eles.  
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Fonte: A autora (2021). 

 

Para o suco com xilitol (SX) ocorreu discreta queda do pH nos primeiros 

15 dias (6%), o que não foi relacionado a aumento da viabilidade (Figura 20 a). 

No entanto, esta foi a única condição em que houve diferença significativa para 

a concentração de ácido lático no início e após 60 dias (Tabela 4), fator este que 

justifica o decaimento do pH. 

Quando nos referimos à concentração de ácido lático, verificamos que 

não houve diferença em sua concentração no suco controle (SC), suco inulina 

(SI) e suco inulina e xilitol (SIX) entre 0 e 60 dias. Por sua vez, L. rhamnosus foi 

capaz de produzir aproximadamente 3 g/L ao longo dos 60 dias quando em SX. 

É interessante observar que apesar de parecer um valor elevado, a produtividade 

foi de 2.10-3 ± 0,00 g/L.h-1 após 60 dias. Dessa forma, podemos constatar que a 

produção diária foi inferior da observada durante as fermentações realizadas em 

condições ideais de cultivo (Item 5.2), bem como a obtida nos sucos de manga.  

O valor de pH das bebidas formuladas a partir de maracujá mantiveram-

se em torno de 3,92 ± 0,13 durante os 60 dias de estoque refrigerado. As 

menores variações para a viabilidade nos sucos de maracujá, quando 

Figura 21. Valores dos pHs para os sucos controle (SC), com inulina (SI), com xilitol (SX) e com inulina 
e xilitol (SIX) à base de polpa de maracujá durante estoque refrigerado. 
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comparadas com as formulações a base de manga, podem estar relacionadas a 

fatores como disponibilidade de açúcares, proteínas e minerais. 

Tabela 4. Concentrações para glicose, frutose e ácido lático nos sucos controle (SC), 
com inulina (SI), com xilitol (SX) e com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de maracujá em 0 

e 60 dias de estoque refrigerado. 

  Formulação 

Período Parâmetro SC SI SX SIX 

Inicial  
(0 dias) 

Glicose (g/L) 0,78 ± 0,08aA 0,91 ± 0,02aA 0,66 ± 0,07aA 0,69 ± 0,21aA 

Frutose (g/L) 0,69 ± 0,09aAB 1,06 ± 0,11aC 0,63 ± 0,06aA 0,93 ± 0,01aBC 

Ac. Lático (g/L) 15,71 ± 0,74aA 16,09aA  14,90 ±0,46aA 14,77 ± 0,59aA 

Final  
(60 dias) 

Glicose (g/L) 0,35 ± 0,04bA 0,57 ± 0,18aAB 0,44 ± 0,05aAB 0,83 ± 0,15aB 

Frutose (g/L) 0,33 ± 0,04aA 0,59 ± 0,25aAB 0,70 ± 0,08aAB 0,97aB  

Ac. Lático (g/L) 16,93aAB 18,28 ± 0,78aA  17,82 ± 0,16bA 14,70 ± 0,49aB 
ABC letras iguais na horizontal não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.                         abc letras 

iguais na vertical não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.  

Fonte: A autora (2021). 

 

Além disso, a ausência ou a baixa produtividade do ácido lático ao longo 

do estoque refrigerado deve ter ocorrido pela elevada concentração deste 

composto desde o início do armazenamento, influenciando a atividade 

metabólica de L. rhamnosus. Assim como discutido anteriormente para as 

bebidas à base de manga, a presença de ácido lático é uma estratégia 

promissora para a preservação de bebidas, evitando assim a contaminação por 

agentes patogênicos e aumentando a vida de prateleira dos produtos 

(AXELSSON & AHRNÉ, 2000; MOKOENA, 2017).  

A quantidade de glicose disponível no início do estoque foi igual para as 

quatro formulações de maracujá (Tabela 4). Apesar de não ter sido observado 

aumento na viabilidade de L. rhamnosus quando em SC (Figura 20 a), está foi a 

única condição em que ocorreu consumo de glicose, com assimilação de 55 %. 

Nos sucos contendo inulina (SI) e xilitol (SX) foi observada tendência de 

consumo da glicose disponível. Por sua vez, não foi constatado assimilação 

deste carboidrato no SIX.   
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Para a frutose, houve tendência de consumo nos SC e SI. Por sua vez, 

nos sucos com xilitol (SX) e com inulina e xilitol (SIX) foi observado aumento nos 

teores após os 60 dias de estoque. O mesmo foi verificado para a glicose no SIX. 

Esses dados indicam que a sacarose presente na polpa pode estar sendo 

invertida, liberando seus monossacarídeos constituintes.  

Ao compararmos a concentração de glicose e frutose disponíveis no início 

do estoque, foi possível constatar que as bebidas à base de manga dispunham 

de uma concentração 10 e 21 vezes superior para glicose e frutose quando 

comparados com os sucos de maracujá (Tabela 3 e 4). A maior disponibilidade 

desses monossacarídeos refletiu em menor estabilidade microbiana ao longo do 

armazenamento, visto que ocorreu aumento na densidade celular em todas as 

formulações ao longo dos 60 dias de estudo.  

Segundo Nualkaekul et al. (2011), quando as células probióticas estão 

inseridas em ambientes com baixo pH ocorre aumento da energia necessária 

para manutenção do pH intracelular. Fator este que resulta na falta de ATP para 

a manutenção de outras funções críticas, causando assim morte microbiana. A 

necessidade de mais energia celular em ambientes ácidos justifica a maior 

estabilidade celular ao longo do estoque para os sucos à base de maracujá, visto 

que esta matriz possuiu menores teores de glicose e frutose disponíveis ao longo 

do armazenamento. 

Com relação ao ART, os teores obtidos foram de 6,63 g.L-1, 7,05 g.L-1, 

6,39 g.L-1 e 11,59 g.L-1 para SC, SI, SX e SIX, nesta ordem. Diferentemente do 

observado para o SX em manga, a adição isolada do xilitol (SX) não gerou 

aumento em relação ao grupo controle. Por sua vez, a adição de inulina 

isoladamente (SI) promoveu discreto aumento em relação ao SC. Foi observada 

redução para os açúcares redutores totais após 60 dias de estoque no SI (12 %), 

SX (24,3 %) e SIX (30,4 %), indicando assim consumo. Por sua vez, o ART no 

SC manteve-se estável, assim como verificado no suco controle de manga.  

Apesar de não ter sido verificada variação na concentração de glicose ao 

longo do estudo para SI e SIX, a redução do ART nestas condições indica mais 

uma vez que uma outra fonte de carbono se encontra disponível na matriz 

alimentar. Acreditamos, assim como observado nos sucos de manga, que a 
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sacarose está exercendo influência no metabolismo de L. rhamnosus. Santos et 

al. (2017) verificaram que o consumo de sacarose por L. rhamnosus ATCC 7469 

ao longo do estoque refrigerado em suco de maracujá da caatinga fermentado 

permitiu que o micro-organismo sobrevivesse aos 28 dias de armazenamento 

refrigerado, sem haver produção de ácido lático.  

Os valores para o °Brix podem ser observados na Figura 22. Assim como 

verificado nas formulações à base de manga, a incorporação do xilitol trouxe 

aumento no teor de sólidos solúveis dissolvidos. Além disso, enquadrou as 

bebidas nas recomendações do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento para sucos de maracujá (Passiflora spp.) os quais devem 

apresentar °Brix mínimo de 11 (MAPA, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2021). 

 

O xilitol vem sendo empregado no desenvolvimento de diversos produtos 

disponíveis no mercado e sua aplicação tem aumentado ao longo dos anos. Sua 

Figura 22. Valores obtidos no início do estoque refrigerado do °Brix para o suco controle (SC), suco com 
inulina (SI), suco com xilitol (SX) e suco com inulina e xilitol (SIX) à base de polpa de maracujá. 

Diferentes letras maiúsculas indicam que os valores diferem significativamente (α ≤ 0.05) entre as 
bebidas. 
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capacidade de manter baixos níveis glicêmicos e insulinêmicas, além de prevenir 

a sensação de fome, tornam o xilitol um adoçante capaz de auxiliar na 

manutenção dos níveis de glicose estáveis para diabéticas e não diabéticas 

(JANKET et al., 2019). Além disso, suas propriedades técnicas e biológicas 

favorecem sua utilização na indústria alimentícia, pois, além de não sofrer a 

reação de Maillard, limita a tendência a obesidade e ao aparecimento de cáries 

(GARCÍA-DIÉGUEZ et al., 2011). 

5.4.3 Sobrevivência de L. rhamnosus nos sucos fermentados nas 

simulações gastrointestinais 

A Tabela 5 traz em si a sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 7469 nas 

bebidas fermentadas à base de manga, bem como a viabilidade inicial e final no 

teste de simulação gastrointestinal. As células provenientes da seleção em 

gradiente ácido e em polpa de maracujá (MJA2t), não foram capazes de 

sobreviver ao TSGI e por isso seus dados não são representados na tabela. O 

mesmo foi considerado, a partir dos 30 dias de armazenamento, para as bebidas 

à base de manga, uma vez que o micro-organismo não apresentou 

sobrevivência. 

 

Tabela 5. Viabilidade inicial (Vi) e final (Vf), assim como a sobrevivência (S %), de L. 
rhamnosus ATCC 7469 na simulação das condições gastrointestinais durante estoque 

refrigerado nos sucos controle (SC), com inulina (SI), com xilitol (SX) e com inulina e xilitol 
(SIX) à base de polpa de manga. 

Período Formulaçã
o 

Vi (Log UFC/mL) Vf (Log UFC/mL) S (%) 

0 dias 

SC 10,25 ± 0,6a 2,12 ± 0,11b 20,70 ± 1,12aA 

SI 8,51 ± 0,11a 2,60 ± 0,00b 30,60 ± 0,08aB 

SX 8,49 ± 0,02a 0,00 ± 0,00b 0,00 ±0,00aC 

SIX 8,60 ± 0,11a 2,90 ± 0,14b 33,82 ± 1,7aD 

15 dias 

SC 7,54 ± 0,03a 0,00 ± 0,00b 0,00 ±0,00bA  

SI 8,25 ± 0,38a 0,00 ± 0,00b 0,00 ±0,00bA 

SX 8,78 ± 0,25a 1,90 ± 0,54b 21,00 ± 1,00bB 

SIX 8,85 ± 0,00a 4,64 ± 0,03b 52,50 ± 0,34bC 
ABC letras iguais na vertical não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.                               

abc letras iguais na vertical ou na horizontal não diferem significativamente (α ≤ 0,05) entre si.  

Fonte: A autora (2021). 
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No primeiro dia de estoque para as bebidas à base de manga foi 

observado que a incorporação de inulina (SI e SIX) ao produto garantiram 

maiores sobrevivência ao teste. Dentre os grupos avaliados, a formulação em 

que foi adicionado exclusivamente xilitol (SX) foi a única em que não foi 

observada sobrevivência microbiana. 

Após 15 dias de armazenamento, foi observada sobrevivência probiótica 

apenas nas bebidas contendo xilitol (SX e SIX). Apesar de L. rhamnosus não ter 

sobrevivido no primeiro dia de estoque em SX, a presença de xilitol garantiu 

aumento desse parâmetro após 15 dias de armazenamento refrigerado, assim 

como observado no SIX.  

Além de suas propriedades funcionais, o aspecto crioprotetor e 

estabilizante do xilitol devem ter favorecido (MOHAMAD et al., 2015) o aumento 

na sobrevivência celular ao TSGI. Sendo assim, mesmo sendo referenciado 

como fonte não metabolizada por L. rhamnosus (SALLI et al., 2019), este 

adoçante se mostrou capaz de potencializar a resistência ao estresse ácido 

durante simulação gastrointestinal após 15 dias de estoque em células não 

submetidas a estresse ácido prévio. 

Por sua vez, a formulação contendo simultaneamente inulina e xilitol (SIX) 

demonstrou ser a mais promissora com relação ao teste de simulação 

gastrointestinal. De acordo com os dados obtidos, a sobrevivência probiótica ao 

TSGI aumentou 17,50 % após 15 dias de estoque refrigerado na presença 

conjunta desses componentes (SIX). Demonstrando assim, que a associação 

entre esses componentes potencializou a resistência celular de L. rhamnosus às 

condições gastrointestinais simuladas.  

Tanto a inulina quanto o xilitol, vêm sendo referenciados como 

moduladores da microbiota intestinal (ROLIN, 2015; UEBANSO et al., 2017) por 

favorecer a propagação de células benéficas à saúde. Desta forma, a elaboração 

de uma nova formulação a partir de suco de manga, contendo esses 

componentes em associação com L. rhamnosus pode ser uma alternativa para 

o público que busca alimentos funcionais sem restrição. A garantia de 

sobrevivência probiótica ao TSGI, mesmo após 15 dias de armazenamento, 

sugere que esta formulação apresenta potencial de comercialização. 
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Desde os 30 dias, não foi observada sobrevivência celular ao TSGI em 

nenhuma das formulações à base de manga. Andrade et al. (2019) verificaram 

que esta mesma linhagem sobreviveu cerca de 30 % a esse mesmo teste aos 

28 dias de armazenamento refrigerado em bebida fermentada à base de goiaba, 

acrescida de inulina e adoçada com stevia. Mostrando assim, que diferentes 

formulações podem gerar diferentes respostas do probiótico quando submetido 

a condições adversas. A presença e concentração de açúcares capazes de ser 

metabolizados (CORCORAN et al., 2005; ACEVEDO-MARTÍNEZ et al., 2018, 

assim como o tempo de armazenamento resfriado (CHAMPAGNE & GARDNER, 

2008) também são aspectos que influenciam na sobrevivência de probióticos as 

condições gastrointestinais simuladas.  

Em decorrência disso, torna-se evidente a importância de avaliar a 

sobrevivência microbiana em condições gastrointestinais, uma vez que a 

manutenção da viabilidade durante o armazenamento não garante que o micro-

organismo resistirá às condições do sistema digestivo após consumo. Sendo 

assim, o TSGI pode ser considerado um método eficiente para estimar a validade 

de alimentos que contêm probióticos, de modo a assegurar que estes serão 

capazes de alcançar seu local de ação após serem consumidos.  
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6 CONCLUSÕES 

• Nas condições ideais de pH e temperatura, os sucos de fruta promoveram 

crescimento de L. rhamnosus mesmo sem a incorporação de aditivos; 

• Em relação ao estresse ácido, no pH 4 e no pH 2, ocorreu crescimento ou 

manutenção da viabilidade celular, exceto para o suco de goiaba, 

demonstrando o quanto o micro-organismo é robusto; 

• A sobrevivência de L. rhamnosus ao TSGI foi influenciada pelo meio 

utilizado e pelo grau de estresse durante a seleção ácida; 

• A formulação de bebidas simbióticas, de manga e de maracujá, foi 

possível com a associação entre L. rhamnosus e inulina. Por sua vez, a 

adição do xilitol possibilitou o enquadramento dos sucos no exigido pela 

legislação brasileira para o °Brix; 

• Dos sucos fermentados produzidos, a formulação contendo inulina e 

adoçada com xilitol é uma alternativa ao público vegano, diabético e 

intolerante a lactose;  

• O suco de maracujá fermentado, simbiótico e adoçado com xilitol 

apresentou bom desempenho em estoque refrigerado. No entanto, a não 

sobrevivência do micro-organismo ao TSGI impede sua utilização; 

• Considerando o comportamento no estoque refrigerado e a sobrevivência 

do micro-organismo ao TSGI, o suco fermentado contendo inulina e xilitol 

de manga possui maior potencial para ser utilizado como veículo de L. 

rhamnosus ATCC 7469. 
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