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RESUMO 

O aumento do consumo de bebidas simbióticas deve-se aos benefícios trazidos à 

saúde, sendo necessário comprovar seus efeitos. A maioria desses produtos é 

láctea, o que impede o consumo por indivíduos com restrições alimentares. O uso 

de frutas é uma opção promissora nessa área. Este estudo propôs-se a identificar 

características de funcionalidade e potencial biotecnológico de Lactobacillus 

rhamnosus, L. casei e L. acidophilus, sua viabilidade na presença de fruto-

oligossacarídeo (FOS) e elaborar suco de abacaxi (Ananas cosmosus L.) com 

potencial simbiótico. As cepas foram avaliadas quanto à sua viabilidade, resistência 

ao trato gastrointestinal, atividade antimicrobiana e antioxidante, com e sem FOS e 

quanto à produção de enzimas de interesse industrial. Observou-se que 1,5% de 

FOS promoveu aumento nas contagens de todas as espécies estudadas. Com 

relação à simulação da digestão, L. rhamnosus apresentou adequada taxa de 

sobrevivência, mesmo sem FOS. Com L. casei evidenciou-se que a adição de 1,5% 

de FOS é capaz de promover proteção significativa no ambiente gastrointestinal 

simulado. Nenhuma das cepas apresentou atividade antioxidante ou 

antimicrobiana. As três bactérias foram capazes de produzir amilase, protease, 

lipase e celulase. Considerando a soma de resultados, L. casei foi escolhido para 

adição ao suco de abacaxi contendo 1,5% de FOS. O suco foi avaliado físico-

química e microbiologicamente por 14 dias. O suco apresentou relativa estabilidade 

no pH e acidez titulável, porém com redução dos sólidos solúveis, quando 

comparado ao controle. Verificou-se que durante o armazenamento ocorreu 

crescimento da viabilidade do microrganismo. Apesar do aumento numérico, L. 

casei apresentou resultados insatisfatórios na simulação gastrointestinal nos 

tempos avaliados, indicando avaria celular significante após exposição ao suco. É 

possível concluir que a produção de substâncias que tornam um microrganismo 

probiótico é cepa-dependente e as três espécies estudadas produzem enzimas de 

interesse econômico. O suco de abacaxi adicionado de FOS é um bom substrato 

para a multiplicação do L. casei, porém é necessário otimizar as condições para a 

sua sobrevivência ao trato gastrointestinal, para que possa ser considerado como 

alimento simbiótico. 

Palavras-chaves: probiótico; alimentos funcionais; fibra alimentar; microbiologia 

industrial. 



 
 

ABSTRACT 

The increased consumption of symbiotic drinks is due to the benefits brought 

to health, and it is necessary to prove their effects. Most of these products are 

dairy, which makes consumption difficult for individuals with dietary 

restrictions. The use of fruits is a promising option in this area. This study 

aimed to identify characteristics of functionality and biotechnological potential 

of Lactobacillus rhamnosus, L. casei and L. acidophilus, their viability in the 

presence of fructooligosaccharide (FOS) and to elaborate pineapple juice 

(Ananas cosmosus L.) with symbiotic potential. The strains were evaluated 

for their viability, resistance to the gastrointestinal tract, antimicrobial and 

antioxidant activity, with and without FOS, and for the production of enzymes 

of industrial interest. It was observed that 1.5% of FOS promoted an increase 

in the counts of all species studied. Regarding the digestion simulation, L. 

rhamnosus showed an adequate survival rate, even without FOS. With L. 

casei it was shown that the addition of 1.5% FOS is able to provide significant 

protection in the simulated gastrointestinal environment. None of the strains 

showed antioxidant or antimicrobial activity. The three bacteria were able to 

produce amylase, protease, lipase and cellulase. Considering the sum of 

results, L. casei was chosen for addition to pineapple juice containing 1.5% 

FOS. The juice was evaluated physicochemically and microbiologically for 14 

days. The juice showed relative stability in pH and titratable acidity, but with 

a reduction in soluble solids, when compared to the control. It was found that 

during storage the viability of the microorganism increased. Despite the 

numerical increase, L. casei presented unsatisfactory results in the 

gastrointestinal simulation in the evaluated times, indicating significant cell 

damage after exposure to the juice. It is possible to conclude that the 

production of substances that make a microorganism probiotic is strain-

dependent and the three species studied produce enzymes of economic 

interest. Pineapple juice added with FOS is a good substrate for the 

multiplication of L. casei, but it is necessary to optimize the conditions for its 

survival in the gastrointestinal tract, so that it can be considered as a 



 
 

symbiotic food. 

Keywords: probiotics; functional food; dietary fiber; industrial microbiology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Probióticos podem ser definidos como “microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro” (HILL et al., 2014). Estes microrganismos têm sido amplamente 

adicionados em produtos alimentícios denominados “alimentos funcionais” (LU et 

al., 2018) e movimentou US$ 8.2 bilhões apenas em 2019, e espera-se que com a 

expansão de seu consumo, o mercado fature cerca de US$ 95 bilhões por volta de 

2028 (GRAND VIEW RESEARCH, 2021). 

Os benefícios exercidos pelos probióticos incluem sua capacidade de 

prevenir e tratar infecções intestinais, estimular o sistema imunológico, aumentar a 

utilização da lactose em indivíduos intolerantes, atuar no controle dos níveis de 

colesterol sérico e na prevenção de alergias, além de possuir atividade 

anticarcinogênica (KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA, 2014). Estes 

microrganismos também apresentam potencial biotecnológico, que despertam 

interesse da indústria em diferentes ramos (SILVA et al., 2019).   

Probióticos são incorporados em uma grande variedade de produtos 

alimentícios, principalmente em derivados lácteos, como leite, sorvete, iogurte, 

queijo (GARCÍA-CEJA et al., 2015; KINGWATEE et al., 2015). Sua aplicação 

também tem crescido em outros tipos de alimentos, como leite de soja 

(BABASHAHI et al, 2020), maionese (TENEVA et al., 2020), patês, carnes, fórmula 

infantil (BEREZOVSKAYA et al, 2020), sobremesas (HASGUCMEN; SENGUN et 

al., 2020), doces (PRAVEEN et al., 2020) e gomas de mascar (SILVA et al., 2021). 

Entretanto, para que um microrganismo seja considerado probiótico, ele precisa 

atender a alguns requisitos que visam garantir seus resultados positivos sobre a 

saúde. Ao mesmo tempo é necessário que ele passe pelo processo digestivo em 

quantidades iguais ou superiores a 107 UFC/g de alimento (FAO/WHO, 2002). 

Assim como os probióticos, as fibras prebióticas podem conferir 

funcionalidade a um alimento. Os prebióticos, por sua vez, são aditivos alimentares 

não digeríveis que promovem o crescimento de microrganismos benéficos no 

intestino através de fermentação seletiva, e aumentando sua viabilidade em 

matrizes alimentares (CUELLO-GARCIA et al., 2017). Essa ação sinérgica entre 
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probióticos e prebióticos é chamada de simbiose, conforme a primeira descrição 

científica de De Vrese e Schrezenmeir (2008). 

 A modificação de hábitos e problemas de saúde tem causado impacto no 

estilo de alimentação. É cada vez mais crescente o número de pessoas que 

adotaram o vegetarianismo ou veganismo (BARTHELS et al., 2018). No âmbito de 

restrições por saúde, há os indivíduos que não consomem lácteos devido à alergia 

a proteína do leite, níveis elevados de colesterol e intolerância a lactose, 

aumentando a procura por substitutos vegetais (BAKR, 2015; PANGHAL et al., 

2018).  

O desenvolvimento de um novo produto funcional proporciona uma 

oportunidade para contribuir com a melhoria da qualidade dos alimentos e a saúde 

dos consumidores, tendo em vista sua aplicação na alimentação da população em 

geral, atuando na promoção da saúde (FARIAS et al., 2019). 

Portanto, este trabalho se dedicou a investigar o efeito do prebiótico fruto-

oligossacarídeo (FOS) sobre a viabilidade de três diferentes espécies de 

Lactobacillus sp., selecionando a cepa com melhor desempenho para aplicação em 

suco de abacaxi.  Dentre os principais prebióticos, o FOS apresenta menor 

quantidade de publicações sobre viabilidade de Lactobacillus spp. em sucos 

tropicais. A escolha da utilização de uma bebida não láctea deve-se ao fato de que 

a quase a totalidade de produtos disponíveis no mercado são produtos à base de 

leite. A abordagem desta pesquisa, além de introduzir um produto de origem 

vegetal, visa ampliar a possibilidade de elaboração de um simbiótico também em 

outras classes de alimentos. A seleção do abacaxi, uma fruta tropical, é baseada 

na valorização da nossa cultura regional, riqueza nutricional e ampla aceitação por 

parte dos consumidores. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS 

O interesse do consumidor por um estilo de vida mais saudável tem levado 

ao desenvolvimento de alimentos que supram necessidades nutritivas, de saúde e 

que ao mesmo tempo sejam atrativos, saborosos e com boa aceitação no mercado. 

Os produtos que oferecem efeitos positivos sobre a saúde ou ingredientes com 

estas características, alegados ou comprovados, são denominados “alimentos 

funcionais” (ADRIANA et al., 2017). O termo foi descrito pela primeira vez no Japão, 

referindo-se a um alimento com ingredientes específicos e satisfação sensorial, 

nutrição e modulação dos sistemas biológicos (BIGLIARDI; GALATI, 2013). 

Apesar de se tratar de um campo de estudo relativamente novo, a crença do 

alimento como “remédio”, atualmente chamado de “medicalização do alimento” 

(VIANA et al., 2017) e cura para doenças, remonta a era medieval, onde 

profissionais de saúde persas escreveram tratados sobre nutrição, saúde e dietas 

(NIKAEIN; ZARGARAN; MEHDIZADEH, 2012).  

No presente século a literatura científica reporta os alimentos funcionais 

como aliados no tratamento da obesidade (SOUZA et al., 2018), prevenção de 

doenças cardiovasculares (RYAN et al., 2015), balanço de colesterol plasmático 

(REIS et al., 2017) e prevenção de câncer (REIS et al., 2014). 

Dentre os alimentos funcionais a literatura relata os prebióticos (adicionados 

de fibras não digestíveis), fortificados (com vitaminas, ômega-3), alterados 

(removendo componentes nocivos) e os probióticos, que serão explanados a seguir  

(BIGLIARDI; GALATI, 2013). 

 

2.2 PROBIÓTICOS 

 Bactérias ácido-láticas e leveduras que exercem efeito positivo sobre a 

saúde do hospedeiro podem ser denominados probióticos (HILL et al., 2014). 

Tendo como sítio de ação e fixação o intestino grosso, sua primeira atividade no 

organismo hospedeiro é restaurar a microbiota (SÁNCHEZ et al., 2016) e promover 

o crescimento de outros microrganismos benéficos presentes no local (BUTEL, 

2014).  

 Os probióticos são capazes de estimular uma resposta imunológica no seu 
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hospedeiro, atuando na prevenção e tratamento de doenças infecciosas e 

inflamatórias (LEE et al., 2014). Possuem propriedades anticarcinogênicas – 

embora ainda não completamente elucidadas (SO et al., 2017), antialérgicas (LEE 

et al., 2014), anti-hipertensivas (LOLLO et al., 2015), auxiliam na digestão da 

lactose através da enzima bacteriana lactase (OAK; JHA, 2018), no combate a 

microrganismos patogênicos (LI et al., 2018) e outras doenças e como hepatopatias 

(MA et al., 2013). 

Com relação aos mecanismos de ação no intestino, sítio-alvo da colonização 

dos probióticos, Szymánski et al. (2006) destacam a produção de substâncias 

antimicrobianas, competição pela adesão na parede intestinal, competição por 

nutrientes, acidificação do local e aumento da secreção de mucina.  

Os lactobacilos são células bacterianas em formato de bastonetes. São 

gram-positivos, não esporulados, imóveis, anaeróbios ou anaeróbios facultativos 

(SLOVER; DANZIGER, 2008). Os Lactobacillus comumente empregados na 

indústria alimentícia são compostos de bactérias ácido-lácticas. O principal produto 

metabólico desses microrganismos é o ácido lático, produzido através da 

fermentação de carboidratos (BURITI; SAAD, 2007). Essas bactérias podem ser 

encontradas em diferentes nichos ecológicos, tais quais plantas (cereais, frutas e 

vegetais), silagem, alimentos fermentados e no próprio corpo humano, nas 

mucosas oral, intestinal e vaginal (PITHVA et al., 2012). 

 No intestino, os principais produtos da fermentação dessas bactérias ácido-

láticas são ácidos graxos de cadeia curta, acetato, propionato, butirato, gases H2 e 

CO2, amônia, aminas e fenóis e energia. Embora sejam absorvidos no intestino, os 

compostos atuam em diferentes locais do corpo através da corrente sanguínea 

(MaCFARLANE; MaCFARLANE, 1997). 

Para que o microrganismo possa exercer suas atividades metabólicas e 

auxiliar na melhoria da saúde, é necessário que o mesmo seja capaz de 

permanecer ativo no intestino. Para tanto, a célula bacteriana precisa resistir ao 

ambiente ácido do estômago e às enzimas digestivas (VEMURI et al., 2018). Pithva 

et al. (2012) adicionaram outros critérios para a seleção de bactérias probióticas, 

como a origem, que deve ser humana, não patogênica, capacidade adesiva à 

mucosa intestinal e colonização do trato gastrointestinal produzindo compostos 

antimicrobianos.  
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Para produzir um alimento probiótico e, portanto, funcional, é necessário 

levar em conta algumas questões importantes. Os pontos mais críticos são a 

concentração do inóculo, as técnicas de processamento, o transporte e a 

temperatura de armazenamento (PERRICONE et al., 2015). Além disso, é 

necessário considerar as características do produto, como seu conteúdo de 

proteína, gorduras, açúcares, aditivos alimentares (espessantes, flavorizantes, 

estabilizantes etc.), pH, acidez titulável, concentração de oxigênio dissolvido e 

presença de peróxido de hidrogênio (PERRICONE et al., 2015).  

Os principais microrganismos intitulados probióticos pertencem aos gêneros 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Lactococcus (KUMAR; 

VIJAYENDRA; REDDY, 2015). Destes, porém, as espécies bacterianas aprovadas 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2008) são: Lactobacillus 

acidophilus, L. casei variedades shirota, rhamnosus e defensis, L. paracasei, 

Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animallis (incluindo a subespécie B. 

lactis), B. longum e Enterococcus faecium. 

Os Lactobacillus parecem ser mais resistentes a bacteriófagos e produzem 

mais produtos finais que o gênero Enterococcus. Alimentos fermentados, devido ao 

baixo pH, podem dificultar mais a sobrevivência dos probióticos. Durante a 

fermentação os lactobacilos apresentam alguns produtos do metabolismo 

secundário com atividade biológica, como a produção de vitamina B e peptídeos 

bioativos (STANTON et al., 2005).  

Entretanto, mesmo havendo certo consenso referente às alegações 

funcionais dos Lactobacillus, é necessário que a cepa demonstre ao menos in vitro 

tais características. De acordo com Baldassare (2019) as atividades probióticas são 

cepa-dependentes. Em outras palavras, antes de atribuir o título de “probiótico” é 

necessário testar a funcionalidade da linhagem. 

 

2.2.1 Lactobacillus rhamnosus 

L. rhamnosus é uma espécie aceita mundialmente, utilizada na elaboração 

de produtos probióticos. A literatura relata uma ampla gama de alimentos 

adicionados deste microrganismo, tais quais iogurtes (KRASAEKOOPT; 

WATCHARAPOKA, 2014), sucos (SILVA et al., 2014a), maionese (BIGDELIAN et 
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al., 2014), pães (SILVA et al., 2014a), leite fermentado (PARKER et al., 2018), 

geleia (CHAWAFAMBIRA et al, 2020), sucos (WHITE et al., 2018) e queijo (AMINE 

et al., 2014). Em nível clínico costuma ser uma opção no tratamento de diarreia 

causada por antibioticoterapia (SZAJEWSKA; KOŁODZIEJ, 2015). 

L. rhamnosus GG apresenta pili, uma estrutura proteica externa que permite 

a troca de material genético durante a conjugação (reprodução). O piili, que é 

formado por proteínas da pilina, permite o deslocamento da bactéria e confere a 

capacidade de fixação, inclusive no epitélio intestinal. Em estudos observou-se que 

a atividade aderente ao muco do trato intestinal se deve à presença da proteína 

SpaC, produzida pela pilina, elucidando o motivo da maior persistência da cepa às 

células epiteliais do intestino ainda que em longa distância, em relação a outras 

espécies investigadas (KANKAINEN et al., 2006; REUNANEN et al., 2012).  

 

2.2.2 Lactobacillus acidophilus 

 Lactobacillus acidophilus é alvo antigo de investigações genotípicas e, 

sobretudo, fenotípicas. É uma bactéria capaz de se reproduzir em ambientes 

microaerófilos ou mesmo totalmente anaeróbios, em até temperaturas de 41 °C 

(JAFAREI, 2011). 

 Geneticamente as cepas de L. acidophilus apresentam homologia, indicando 

uma ancestralidade comum. De forma geral, a espécie é grande produtora de ácido 

lático, fermentadora de carboidratos e sensível a cloranfenicol e eritromicina 

(JOHNSON et al., 1980). 

Um estudo verificou que cepas da espécie são capazes de modular funções 

analgésicas intestinais e assim reduzir desconforto abdominal, ampliando a já larga 

janela de possibilidades de aplicações de probióticos na saúde (ROUSSEAU et al., 

2006). 

Em estudo conduzido por Gilliland, Nelson e Maxwell (1985) L. acidophilus 

mostrou crescimento favorável em presença de bile, sobretudo em ambiente 

anaeróbio. Os pesquisadores correlacionaram ainda a capacidade de assimilação 

do colesterol pelas cepas estudadas com a redução desses lipídios séricos em 

cobaias suínas. 

Além da redução do colesterol é possível atribuir à espécie a possibilidade 
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de ação hipoglicemiante (TIDERENCEL et al., 2019), observada em modelos 

murinos (NIKBAKHT et al., 2016). 

A literatura retrata a capacidade antioxidante como sendo uma característica 

proeminente do L. acidophilus, tanto no que diz respeito à proteção de alimentos e 

sua vida de prateleira, como também em seus efeitos sobre células humanas 

(HOUGAARD et al., 2016; CHEN et al., 2018; BAGHBANI-ARANI et al., 2019). 

Em alimentos, há relato da aplicação desta bactéria em suco (MALIK et al.; 

WORKU et al., 2019), iogurte (ERTEM et al., 2018), chá (YEE et al., 2019), leite 

fermentado (ABDOLLAHZADEH et al., 2018), mousse (SANTOS et al., 2019) e 

chocolate (KONAR et al., 2017). 

 

2.2.3 Lactobacillus casei 

 O grupo Lactobacillus casei comporta diferentes subespécies e é o mais 

estudado das bactérias ácido-láticas. A taxonomia encontra dificuldades de 

classificação devido às mutações que as cepas sofrem, especialmente pela perda 

ou ganho de plasmídeos (HILL et al., 2018).  

Diferentemente das duas espécies descritas anteriormente, L. casei 

apresenta aerotolerância, que o permite crescer em presença de oxigênio 

(ASHRAF; SHAH, 2011; SÁNCHEZ et al., 2019). Trata-se de uma espécie 

amplamente conhecida, inclusive pelo consumidor final, graças à popularização de 

leites e outros produtos fermentados. Assim como L. acidophilus, acredita-se que 

L. casei seja hábil a reduzir a glicose plasmática (NIKBAKHT et al., 2016). 

 Junto com os diversos produtos alimentícios encontram-se os diversos 

estudos também e, por consequência, diferentes alegações de propriedades 

funcionais e benéficas à saúde. L. casei é utilizado tanto de forma profilática como 

de forma terapêutica para as afecções associadas ao desbalanço da microbiota 

intestinal (HILL et al., 2018). 

Contudo, devido à grande variedade de características genéticas dentro de 

um mesmo grupo, reitera-se a necessidade de estudos que avaliem cepa a cepa, 

sem generalização, a fim de verificar se os atributos funcionais são de fato 

encontrados no espécime que está sendo estudado. 

Há relatos científicos da aplicação desta bactéria em diferentes alimentos, 
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como leite fermentado (ABDEL-HAMID et al., 2019), queijo minas (SPERRY et al., 

2018), iogurte (BAI et al., 2020), suco (MALIK et al., 2019; OZCAN et al., 2020), 

sorvete (FARIAS et al., 2019), água de coco fermentada (GIRI et al., 2018) e salame 

(BIS-SOUZA et al., 2020). 

 

2.3 POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO DOS PROBIÓTICOS 

 As enzimas microbianas têm grande importância biotecnológica, sendo 

empregadas em diversos segmentos industriais, como têxtil, de papéis, 

biorremediação, fermentação e produção de ingredientes alimentícios (MAMO; 

ASSEFA, 2018; SHARMA et al., 2019; SILVA et al., 2019; FAROOQ et al., 2021). 

Dentre elas, as enzimas digestivas desempenham funções importantes na 

degradação de moléculas e absorção de nutrientes. Atualmente a suplementação 

de enzimas de origem animal é a mais empregada para indivíduos com desordens 

digestivas (ROXAS, 2008).  

Entretanto, enzimas extraídas de vegetais têm ganhado espaço, bem como 

as produzidas por bactérias e fungos, até mesmo por questões éticas. Estas últimas 

possuem a vantagem de atuação em uma maior variedade de pH, menor dosagem 

e um custo inferior (IANIRO et al., 2016). 

 

2.3.1 Amilase 

 Enzimas amilolíticas tem recebido grande interesse da indústria alimentícia, 

têxtil, farmacêutica, de papéis, de detergentes e também na produção de açúcar e 

etanol (NAIDU; SARANRAJ, 2013; FAROOQ et al., 2021). No ramo alimentício, as 

amilases são importantes na clarificação de sucos, panificação, produção de 

cerveja e bolos (RANA et al., 2017). Estas enzimas também podem ser aplicadas 

na área ambiental na degradação de poluentes (RANA et al., 2017). 

As amilases são enzimas que costumam ter ótimo desempenho em pH 

neutro a alcalino. As amilases hidrolisam amido em polímeros que contêm glicose 

(NAIDU; SARANRAJ, 2013), convertendo-o em ácido lático (ANILLA et al., 2016). 

Essas enzimas são obtidas em larga escala por fungos e bactérias, por meio 

de fermentação, variando de acordo com a espécie/cepa e condições de incubação, 

como temperatura, pH e composição do meio. As amilases obtidas de bactérias 
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são mais baratas e de rápida produção (FAROOQ et al., 2021). 

Lactobacillus que produzem amilase são importantes também no sistema 

gastrointestinal de animais de criação, como coelhos, porcos (PADMAVATHI et al., 

2018) e peixes (HASSAAN et al., 2020). 

 

2.3.2 Protease 

 As proteases constituem o grupo de enzimas hidrolíticas mais estudado 

(SILVA et al., 2019), capaz de hidrolisar proteínas em peptídeos simples e 

aminoácidos (HAQ; MUKHTAR, 2006). A atividade proteolítica pode ser desejável 

para promoção de benefícios à saúde (EDALATI et al., 2019), mas também pode 

ter impacto positivo ao meio ambiente, através da redução de produtos químicos 

tóxicos em detergentes (SILVA et al., 2019) e na purificação da prata de raios-x 

(TAVANO et al., 2018). Também é utilizada na indústria de queijos, vinhos, cerveja 

e na panificação (MAMO; ASSEFA, 2018). Esse grupo é responsável por mais de 

60% das vendas de enzimas em todo o mundo (SHARMA et al., 2019). 

Proteases são produzidas por uma ampla gama de microrganismos, de 

forma barata e eficiente (HAQ; MUKHTAR, 2006; SHARMA et al., 2019).  

Naturalmente os Lactobacillus possuem um sistema enzimático (proteases e 

peptidases) que os permitem quebrar caseína e consumir seus aminoácidos 

(SALAMA et al., 1995; KUMARI; BHALLA, 2016).  

As proteases podem ser estudadas para desenvolvimento de alimentos 

funcionais, podendo ser destinadas às pesquisas de hidrólise de proteínas 

alergênicas, como as do leite (GUADIX et al., 2006), da soja (YING et al., 2021), de 

camarões, amendoim, ovo e trigo (TAVANO et al., 2018).  

Na indústria de alimentos, as proteases podem produzir hidrolisado proteico 

de alto valor nutricional, a partir de soja, resíduo de peixe e soro de leite. Além da 

aplicação nutricional, alguns hidrolisados de proteínas são utilizados como 

espessantes, aromatizantes e branqueadores de café (SHARMA et al., 2019). 

Outra interessante aplicação biotecnológica é a liberação de peptídeos 

bioativos, com ações antimicrobianas, antioxidantes, anti-hipertensivas, 

antitrombóticas e hepatoprotetoras (TAVANO et al., 2018). 
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2.3.3 Celulase 

A celulose é um polímero estrutural presente abundantemente em vegetais. 

O ser humano não possui em seu complexo enzimático digestivo nenhuma enzima 

capaz de quebrar as moléculas de celulose (DHINGRA et al., 2012). 

A celulase é capaz de hidrolisar as ligações glicosídicas β-1,4 da cadeia de 

celulose, que fornece proteção osmótica e resistência mecânica às células 

vegetais. O grupo das celulases consiste em três tipos de enzimas: endoglucanase, 

exoglucanase e β-glucosidase (SILVA et al., 2019). 

A aplicação industrial das celulases compreende as indústrias de produção 

e reciclagem de papel, decomposição de resíduos do solo, produção de etanol. No 

ramo da tecnologia de alimentos, as celulases são empregadas na elaboração de 

espessantes, na clarificação de sucos (SIQUEIRA et al., 2020), extração de fibras 

dietéticas (SONG et al., 2018; LIU et al., 2021), extração de compostos bioativos, 

controle de amargor em bebidas cítricas e na panificação (KUHAD et al., 2011). 

A maior parte dos microrganismos produtores de enzimas celulolíticas é 

residente do rúmen de animais ruminantes. Alguns actinomicetos encontrados no 

solo também são descritos como capazes de hidrolisar a celulose, seguidos de 

bactérias termófilas, psicrófilas e acidófilas. Dentre os acidófilos, o gênero Bacillus 

merece destaque (THAPA et al., 2020). 

 

 

2.3.4 Lipase 

 As lipase consistem numa classe de hidrolases que catalisam a hidrólise de 

triglicerídeos e ácidos graxos livres por meio da interação óleo- água. Além disso, 

essas enzimas catalisam a hidrólise e transesterificação de outros ésteres e são 

bastante utilizadas em biotecnologia e na indústria (SILVA et al., 2019). 

 Os microrganismos produtores de lipases ganharam a preferência da 

indústria, devido à produção de enzimas com estabilidade, simplicidade na 

manipulação genética, alta rentabilidade, suprimento regular seletividade e 

especificidade do substrato. Bactérias, fungos e leveduras são descritos como 

produtores, com destaque ao gênero Bacillus (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019).  
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As lipases são apreciadas na produção de queijo, uma vez que elas 

aceleram a lipólise de manteiga e a maturação e intensificam seu sabor, graças aos 

ácidos graxos livres. Graças às reações hidrolíticas é possível alterar cadeias de 

ácidos graxos, produzindo óleos e gorduras de valor mais alto. Além das aplicações 

em alimentos, as lipases também são desejáveis na cosmetologia, farmacologia e 

em diagnósticos médicos (CHANDRA; SINGH; ARORA, 2020). 

 

2.3.5 Inulinase 

 Depois do amido, a inulina é o polissacarídeo não estrutural (polifrutano) 

mais abundante encontrado em plantas. Podemos encontrar em grandes 

quantidades em alcachofra, alho, alho-poró, chicória, centeio, cevada e aspargos 

(SINGH; SINGH, 2017; DAS et al., 2019). 

A enzima inulinase tem por função a hidrólise de inulina em frutose ou fruto-

oligossacarídeos, dois produtos de elevado interesse industrial e nutricional. As 

inulinases podem ser aplicadas para produção de ácido cítrico, ácido lático, 

bioetanol, frutose e xarope de ultra-alta frutose (DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019). 

De acordo com Singh e Singh (2017), os gêneros microbianos com 

destaques na produção dessa enzima são Aspergillus spp., Penicillium spp., 

Kluyveromyces spp., Candida spp. e Bacillus spp. A vantagem da produção 

microbiana é a facilidade na manipulação genética, no cultivo e no manuseio 

(SINGH, CHAUHAN; KENNEDY, 2017). 

 

 

2.4 PREBIÓTICOS: FRUTO-OLIGOSSACARÍDEOS 

 Os carboidratos da dieta que se evadem da digestão no intestino delgado 

sofrem fermentação bacteriana no cólon. A fermentação interfere na microbiota 

presente no trato gastrointestinal e influencia na função do intestino. Essa atividade 

intestinal é representada, sobretudo na redução do tempo do trânsito intestinal, 

graças à capacidade dessas moléculas de aumentar a retenção de água e assim 

promover a gelificação das fezes (NUNES; GARRIDO, 2018). 

Para que um ingrediente seja considerado prebiótico e possa desempenhar 



25 
 

alguma atividade biológica é necessário que este não seja digerível na parte 

superior do TGI, nem mesmo absorvido pelo intestino delgado. A outra 

característica básica que o composto deve ter é ser um substrato seletivo para 

alguma bactéria, de forma que a estimule no crescimento (ROBERFROID et al., 

2010; PANDEY; NAIK; VANDIL, 2012). 

 A maioria dos prebióticos são oligossacarídeos, como fruto-oligossacarídeo, 

inulina, xilooligossacarídeo, galactooligossacarídeo e isomaltooligossacarídeo. A 

grande importância na saúde que o prebiótico possui se deve, sobretudo, à sua 

ação como substrato de fermentação bacteriana, em especial de lactobacilos e 

bifidobactérias (BLAUT, 2002).  

No ambiente anaeróbio do cólon, os substratos são hidrolisados a ácidos 

graxos de cadeia curta, acetato, butirato, propionato e gases, produzindo energia 

(CUMMINGS et al., 1987). Ashalou (2020) destaca ainda que os prebióticos são 

capazes de atuar como imunomoduladores e dificultar a proliferação de 

microrganismos patógenos. Estudos clínicos têm destacado o sucesso na redução 

do tempo de tratamento de diarreias com o emprego de prebióticos e simbióticos 

(NATH et al., 2018; KAMBALE et al.; VASSILOPOULOU et al., 2021). 

Apesar de os mecanismos ainda não estarem completamente elucidados, 

são atribuídos aos prebióticos: redução do tempo de trânsito intestinal, aumento da 

absorção mineral e redução da chance de desenvolvimento de doenças crônicas 

não transmissíveis (DOMINGUEZ et al., 2014). 

 Os prebióticos são seguros, atóxicos e não despertaram intolerância nos 

consumidores (AL-SHERAJI et al., 2013). O seu efeito é definido como uma 

“estimulação seletiva do crescimento e/ou atividade(s) de um ou um número 

limitado de gênero/espécie microbiana na microbiota intestinal que confere 

benefícios à saúde do hospedeiro” (ROBERFROID et al., 2010). 

Os fruto-oligossacarídeos (FOS) são oligômeros de frutose, sendo produzido 

sinteticamente da sacarose ou através de plantas. Mais especificamente FOS é um 

termo genérico para oligossacarídeos com ligações glicosídicas do tipo beta (21 

ou 26) frutosil-frutose (CHEN; LI; CHEN, 2018). Esses oligossacarídeos 

apresentam baixo grau de doçura e praticamente não possuem calorias 

(DOMINGUEZ et al., 2014). 
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Os FOS, enquanto carboidratos, servem às plantas como reserva energética 

(DOMINGUEZ et al., 2014; CHEN; LI; CHEN, 2018). Pequenas quantidades são 

encontradas na natureza, através de vegetais, como chicória, bardana e cebola.  

FOS é reconhecido como prebiótico por não se hidrolisar no intestino 

delgado, graças a suas ligações glicosídicas beta (21) frutosil-frutose. Essa 

característica lhe classificou como oligossacarídeo não digerível, que o torna um 

substrato à microbiota do cólon (CHEN; LI; CHEN, 2018).  

O principal substrato para a multiplicação da microbiota residente no 

intestino grosso é justamente carboidratos não digeríveis provenientes da 

alimentação. O FOS resiste às enzimas hidrolíticas contidas nas porções 

superiores do intestino e fermenta no cólon (CHEN; LI; CHEN, 2018). 

Os benefícios à saúde promovidos pelos FOS incluem: estimular o 

crescimento de bactérias benéficas autóctones do cólon (BOUHNIK et al., 2007; 

SIVIERI et al., 2014; DELGADO; TAMASHIRO, 2018), reduzir eventos metabólicos 

atrelados à obesidade (DELGADO; TAMASHIRO,  2018; NUNES; GARRIDO, 

2018), promover sensação de saciedade (PERDERSEN et al., 2013; DAUD et al., 

2014), reduzir o risco de inflamações e de câncer colorretal (PURAMA et al., 2018) 

, diminuir a população de microrganismos nocivos à saúde intestinal (OKU; 

NAKAMURA, 2017; DELGADO; TAMASHIRO, 2018), aumentar a absorção de 

minerais (HOOSHMAND et al., 2010; LOBO et al., 2014;  CHRISTIDES; GANIS; 

SHARP, 2018) e melhorar a resposta imune de forma geral (SHOKRYAZDAN et 

al., 2016; PURAMA et al., 2018; STEFANIAK et al., 2019).  

Ainda não existem estudos suficientes que elucidem completamente a 

origem, as dosagens diárias necessárias e os mecanismos de fermentação dos 

FOS (PANDEY; NAIK; VANDIL, 2012). 

 

2.5 SIMBIÓTICOS 

A interação sinergética entre probióticos e prebióticos denomina-se simbiose 

(DE VRESE; SCHREZENMEIR, 2008). Para que um produto seja considerado 

simbiótico é preciso que haja comprovação de que o composto prebiótico interaja 

positivamente com a cepa microbiana incorporada ao alimento. 

A relação entre o efeito potencializador, por parte de prebióticos, sobre a 
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viabilidade de probióticos inicia-se na amamentação. Na composição do leite 

materno encontra-se uma gama de oligossacarídeos. A grande população 

microbiana encontrada e identificada nas fezes de recém-nascidos saudáveis, 

alimentados exclusivamente com leite materno, é composta de Bifidobacterium sp., 

que é um gênero que compreende diversas espécies probióticas. Esses bebês 

apresentam menos problemas de caráter intestinal e respiratório (AL-SHERAJI et 

al., 2013). Assim sendo, estabeleceu-se uma conexão entre essas bactérias com 

características benéficas a seus hospedeiros e o consumo dessas fibras não 

digeríveis. 

Por possuírem uma estrutura química relativamente complexa, os 

prebióticos constituem um grupo de carboidratos que não são digeríveis por todo 

tipo de bactérias. Portanto, é acertado dizer que eles possuem uma ação “seletiva” 

no crescimento de microrganismos. Apenas poucos, considerando os milhões de 

espécies existentes na natureza, são capazes de fermentá-los (AL-SHERAJI et al., 

2013).  

A associação de prebióticos e probióticos é mais eficiente na modulação da 

microbiota intestinal, quando comparado aos seus usos isolados. Em um 

levantamento realizado por Vallianou et al (2020), determinados simbióticos têm a 

habilidade de regular o apetite e exercer efeitos anti-obesidade, incluindo potencial 

perda de peso. 

Composições simbióticas aparentam ser vantajosas ao sistema imunológico. 

Há relatos da redução de proteína C reativa (ASKARI et al., 2016), inflamações 

intestinais (PLAZA-DÍAZ et al., 2008) e supressão de tumores e atividades 

antineoplásicas (GREENHALGH et al.; THILAKARATHNA; LANGILLE; 

RUPASINGHE, 2018; VAFA et al.; NAVAEI et al., 2020). Nunpan, Suwannachart e 

Wayakanon (2019) indicam que os simbióticos podem atuar na supressão de 

microrganismos patógenos. 

Contudo, reitera-se que o termo “simbiótico” seja reservado apenas para o 

verdadeiro sinergismo entre a cepa e a fibra, onde haja o real favorecimento do 

microrganismo na sua implantação e sobrevivência, especialmente no intestino (DE 

VRESE; SCHREZENMEIR, 2008). 
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2.6 ABACAXI  

O abacaxi (Ananas comosus (L.)) é um fruto cujas variantes têm sido 

exaustivamente estudadas quanto às suas propriedades. É a única espécie da 

família Bromeliaceae consumida comercialmente. Sua produção mundial é de 

cerca de 13 milhões de toneladas, sendo considerado um fruto de alto valor 

econômico, principalmente na Tailândia, Costa Rica, Brasil e Filipinas. O fruto 

apresenta aroma e doçura atrativos, além de vitaminas e dos compostos bioativos, 

como compostos fenólicos e antocianinas (LOBO; PAULL, 2017; HALIM et al., 

2018). 

Devido a suas características organolépticas bem apreciadas, o abacaxi é 

um produto desejado mundo afora, marcado por sua suculência e sabor. 

Considerado como não-climatérico, o fruto é originário da América Latina e acabou 

se espalhando mundo afora com a colonização europeia da região. Tornou-se um 

símbolo das regiões tropicais, especialmente no Brasil (LOBO; PAULL, 2017; 

ROCHA; SOUZA; SILVA, 2019). 

No cenário nacional, a Paraíba destaca-se como o segundo maior produtor 

de abacaxis, sendo o estado do Pará o responsável pela maior safra do fruto. Dados 

da EMBRAPA contabilizam uma produção de 334.880 frutos em 2018. Seguindo o 

Norte, a região Nordeste é a segunda maior região produtora do país, com 

Pernambuco postando-se na sexta colocação, com uma produção de 29.236 

naquele ano (EMBRAPA, 2019). A fruta possui abundante oferta entre os meses 

de outubro e janeiro, o que facilitará na escolha e favorecerá o custo (CEASA, 

2020). 

Em países em desenvolvimento, o consumo típico do abacaxi é em sua 

forma in natura. Já em países desenvolvidos, costuma-se observar o fruto 

processado, em forma enlatada, desidratada ou como suco (LOBO; PAULL, 2017). 

O produto do abacaxizeiro é empregado na medicina popular em diversos 

países, abrindo margem para pesquisas que buscam comprovar sua eficácia. Sua 

polpa, cascas e até mesmo suas folhas são objetos de estudo de efeito analgésico 

(GOLEZAR, 2016), antioxidante (SAPTARINI et al., 2019), anticarcinogênico (LEE 

et al., 2019), anti-inflamatório (LEE et al., 2018), antidepressivo (KAFEEL, 2016), 

antimicrobiano (MAVANI et al., 2020), preventivo de obesidade (AÏKPE et al., 2020), 
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antiplasmodial (TORDZAGLA, 2018), cicatrizante (GOLEZAR, 2016), anti-

helmíntico (SWARGIARY et al., 2020), antirreumático (KARGUTKAR; BRIJESH, 

2016), antiproliferativo (CHINEDU et al., 2016) e hipocolesterolêmico (MAJEED et 

al., 2019). No Brasil relata-se a aplicação em xaropes, antitussígenos e 

expectorantes, sendo utilizado também no auxílio ao tratamento de inflamações, 

infecções, doenças do estômago e diabetes (LOPES NETO et al., 2015; PEIXOTO 

et al., 2016). 

De acordo com Hossain et al. (2015), o abacaxi possui alto valor nutricional. 

O fruto detém elevada umidade, facilmente perceptível em sua suculência. Dos 

sólidos totais, mais de 80% corresponde a carboidratos. Possui ainda fibras e 

ácidos orgânicos, como o ácido cítrico, enquanto que seu conteúdo calórico é de 

apenas 52 calorias (em 100 g). O abacaxi é fonte de vitaminas e alguns minerais 

(cálcio, potássio, fósforo). 

 Devido à alta perecibilidade inerente dos produtos naturais, devido à sua 

grande atividade de água e umidade, o fruto maduro do abacaxi não pode ser 

transportado por um longo período de tempo. Ao mesmo tempo, colher antes do 

grau de maturação adequado impactará na qualidade do produto – seu sabor, 

aroma, acidez e doçura (LOBO; PAULL, 2017). A utilização do abacaxi como 

ingrediente é uma boa forma de redução de perdas e desperdício de alimentos, que 

torna mais relevante esta pesquisa. 

 

2.7 PRODUTOS TROPICAIS FUNCIONAIS: VIABILIDADE 

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de frutas em todo o 

mundo, sobretudo das frutas tropicais. O país é responsável pela produção de 40,5 

milhões de toneladas, figurando atrás apenas da China e da Índia (EMBRAPA, 

2019; PELAIS et al., 2020). 

Muitas pesquisas têm explorado o potencial funcional de frutos tropicais para 

desenvolvimento de novos alimentos, com ênfase na pesquisa de compostos 

bioativos, como flavonóis, carotenoides, compostos fenólicos e ácidos graxos  

(WURLITZER et al., 2019; KUMORO et al.; VIANA et al.; YASSIN et al., 2020; 

BENVENUTTI et al., 2021). 

Podemos encontrar na literatura estudos dedicados à produção de bebidas 
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de origem vegetal como carreadoras de células probióticas. Desde o início dos anos 

2000 há registro de sucos de cereja, melão, lichia, laranja, tomate, inhame além de 

blends e smoothies contendo mais de uma fruta ou vegetal (YOON et al., 2004; 

ROGERS, 2008; NUALKAEKUL et al., 2012; ZHENG et al., 2014; FONTELES et al. 

; LEE et al., 2011; RICCI et al., 2019).  

O mercado global de bebidas probióticas não lácteas foi de 

aproximadamente 50 milhões de dólares, concentrando-se majoritariamente na 

Europa (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020). Este número expressivo se dá 

pelo crescimento da demanda por alimentos que não sejam de origem animal. No 

Brasil 30 milhões de pessoas se consideram vegetarianas ou veganas, indicando 

um novo nicho comercial a ser explorado (PIMENTEL et al., 2020). 

Devido à sua curta vida de prateleira e aos altos valores de desperdício pós-

colheita, o desenvolvimento de produtos probióticos à base de frutos tropicais 

desponta como uma alternativa financeira ao setor. Por outro lado, o mercado de 

alimentos funcionais encontra nas frutas tropicais um veículo com diferentes 

vantagens, entre elas a baixa alergenicidade, ausência de colesterol, baixo custo e 

um substrato de simples manipulação (PANGHAL et al., 2018). 

A própria composição das frutas tropicais pode favorecer a manutenção dos 

probióticos em um suco, pois o açúcar, o alto valor nutricional e vitaminas podem 

atuar como protetores no baixo pH estomacal (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 

2020). 

Um suco pode se tornar probiótico através da adição das células probióticas 

diretamente na bebida, bem como por meio de fermentação. Neste caso, o 

microrganismo é aplicado para se multiplicar dentro do suco e detém a vantagem 

de apresentar maior viabilidade comercial. Contudo, este processo leva ao 

consumo dos açúcares presentes na formulação e, como parte de seu 

metabolismo, a produção de ácidos orgânicos e compostos que podem gerar off-

flavors, que podem causar rejeição do produto (PEREIRA; RODRIGUES, 2018). 

Embora muitos estudos demonstrem viabilidade satisfatória dos probióticos 

em determinados sucos, também há relatos de acentuado declínio na viabilidade 

destes microrganismos durante a vida de prateleira e no processo de digestão 

simulado in vitro (DE PRISCO et al., 2015; RANADHEERA et al., 2020). 
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Os frutos tropicais costumam apresentar considerável acidez, que se torna 

um desafio na manutenção do número adequado de microrganismos em um suco. 

Todavia, conforme relata a literatura, algumas cepas de Lactobacillus são 

resistentes ao baixo pH, tornando viável empregá-las (PEREIRA; RODRIGUES, 

2018). 

De acordo com Aspri, Papademas e Tsaltas (2020), fibras prebióticas podem 

ser adicionadas aos produtos com o propósito de proteger as células probióticas, 

tanto durante sua vida de prateleira como em passagem pelo sistema 

gastrointestinal. 

A limitada informação a respeito de bebidas funcionais à base de frutos 

tropicais, composta de fibra e bactérias com potencial probiótico, bem como a 

necessidade de explorar as características das cepas, torna esta pesquisa 

relevante. 
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3 HIPÓTESE 

Espécies de lactobacilos classificados como probióticos possuem viabilidade 

aumentada pela ação de frutooligossacarídeos para aplicação em suco de abacaxi 

como matriz alimentar. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a viabilidade de L. rhamnosus, L. casei e L. acidophilus na 

presença de fruto-oligossacarídeo para a elaboração de suco de abacaxi (Ananas 

cosmosus L.) com potencial simbiótico. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do L. rhamnosus GG 

ATCC 53103, L. casei ATCC 334 e L. acidophilus ATCC 4356; 

 Verificar a produção de enzimas com potencial biotecnológico; 

 Investigar o perfil das cepas à suscetibilidade a antimicrobianos; 

 Determinar a sobrevivência do L. rhamnosus GG ATCC 53103, L. casei 

ATCC 334 e L. acidophilus ATCC 4356, com e sem prebiótico, durante 

simulação das condições gastrointestinais in vitro; 

 Produzir e caracterizar o suco de abacaxi com potencial simbiótico; 

 Avaliar a vida de prateleira do produto, bem como a viabilidade da 

bactéria inoculada e a sobrevivência à digestão in vitro.
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5 MÉTODOS 

 

5.1 LOCAL E PERÍODO DO ESTUDO 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Experimentação e Análise 

de Alimentos (LEAAL, Departamento de Nutrição, UFPE), Laboratório de Química 

de Produtos Naturais e no Laboratório de Microbiologia Aplicada (LAMAp, 

Departamento de Medicina Tropical, UFPE), compreendendo o período de 

novembro de 2017 a abril de 2021. 

 

5.2 CULTURA DE Lactobacillus spp. 

 As linhagens utilizadas foram Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103, L. 

acidophilus ATCC 4356 e L. casei ATCC 334. 

 A cepa de L. rhamnosus GG ATCC 53103 foi obtida comercialmente na 

forma liofilizada (Roval ®). As demais espécies (L. casei ATCC 334 e L. acidophilus 

ATCC 4356) foram concedidas pelo cepário do Laboratório de Microbiologia do 

LEAAL da UFPE, em forma de cultura estoque. 

As cepas criopreservadas de L. rhamnosus, acidophilus e casei foram 

inoculadas em meio Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Merck®) caldo e incubadas em 

estufa à temperatura de 37 °C/24 h em anaerobiose (Tecnal® TE-391). Após as 24 

h, 1 ml foi repicado novamente para um tubo com 10 ml de MRS. Este procedimento 

de “ativação” das cepas foi realizado antes de cada etapa analítica posteriormente 

descrita. 

 Para uso posterior e a fim de manter todas as espécies nas mesmas 

condições de armazenamento, o L. rhamnosus liofilizado foi estocado a -18 °C em 

MRS e glicerol (1:1). 

 Para contagem ou isolamento das colônias empregou-se o meio ágar MRS 

(Acumedia®) com incubação a 37 °C/48 h, por meio de semeio em superfície ou 

em profundidade, de acordo com a necessidade de cada análise. 
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5.3 CONTAGEM DE CÉLULAS VIÁVEIS 

 O número de células viáveis foi determinado através da contagem de 

unidades formadoras de colônia. Para tal foram realizadas diluições decimais 

seriadas em solução salina 0,9% estéril. A inoculação foi baseada no método de 

pour-plate (SILVA et al., 2007), onde 1 mL da diluição foi depositado em uma placa 

de Petri, recebendo ágar MRS, seguido de homogeneização. As placas foram 

incubadas conforme as condições descritas no item 5.2. 

 

5.4 IDENTIFICAÇÃO GENÉTICA DAS CEPAS  

 Para a extração do DNA genômico da cepa obtida comercialmente utilizou-

se o DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen), seguindo as recomendações do 

fabricante, a partir de 1500 µL de cultura crescida em caldo MRS (Merck) a 37 °C/24 

h. O DNA extraído foi quantificado em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific 

Inc.). 

 As reações de amplificação de DNA ocorreram através da Reação em 

cadeia da polimerase (PCR). Utilizou-se 40-100 ng do DNA-alvo, 200 mM de cada 

dNTP, Tris-HCl 50mM (pH 9,0), NaCl 50 mM, MgCl2 5 mM e 1U de Taq DNA 

polimerase (Promega). A amostra foi submetida à termociclagem em GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os produtos obtidos da PCR foram 

analisados em eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) diluída em tampão 0,5x 

TBE (Tris-base 89 mM; ácido bórico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) e contendo 0,1 

µL/mL SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), a 120 Volts e 150 mA durante 45 

minutos, sendo posteriormente visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em 

aparelho de fotodocumentação L-Pix EX (Loccus Biotecnologia). 

 Os produtos de PCR foram purificados com o kit ExoSAP-IT PCR Product 

Cleanup (Affymetrix) e quantificados em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific 

Inc.) para submeter o DNA ao sequenciamento. As reações foram submetidas à 

termociclagem com desnaturação inicial de 5 min (95 °C). As condições de 

sequenciamento foram as seguintes: 

- 30 ciclos de: desnaturação (45 s/95 °C), anelamento (45 s/55 °C), extensão (90 

s/72 °C). 

 Os cromatogramas foram analisados (Chromas Lite 2.1.1, Technelysium e 
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os contigs montados com o software BioEdit Sequence Alignment Editor (Tom Hall). 

As sequências gênicas foram comparadas com as disponíveis de forma online no 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), através do Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST). 

 A identificação genética foi conduzida para a espécie L. rhamnosus. As 

demais espécies já haviam sido previamente catalogadas no cepário da UFPE. 

 

5.5 VIABILIDADE CELULAR NA PRESENÇA DE FRUTO-OLIGOSSACARÍDEO 

 Um ensaio de viabilidade foi conduzido na presença de três diferentes 

concentrações de fruto-oligossacarídeos: 1%, 1,5% e 2%. O propósito desse 

experimento é determinar se o FOS é capaz de promover um aumento nas 

contagens celulares. 

 As cepas foram incubadas previamente de acordo com 5.2. O FOS foi obtido 

comercialmente (Roval ®). 

 Para o teste, o caldo MRS foi preparado seguindo as instruções do fabricante 

e adicionado do FOS, nas três diferentes concentrações, com posterior 

esterilização em autoclave. Os tubos foram incubados nas condições do tópico 5.2, 

bem como a contabilização celular do 5.3. 

 

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

5.6.1 Teste de difusão em ágar 

 O ensaio foi baseado no estudo de Tejero-Sariñena et al. (2012), em que 

cada cepa foi inoculada em caldo MRS conforme descrição do item 5.2. Dessa 

cultura foi retirado 1 mL para ser repicado em 100 ml de caldo MRS estéril, 

seguindo-se à incubação anaeróbica a 37 °C/24 h. Durante a fase estacionária do 

crescimento microbiano, a cultura foi centrifugada (3600 rpm/15 min) para obtenção 

do sobrenadante livre de células (SLC). 

 O pellet celular foi descartado e metade do volume foi ajustado para pH 7,0 

através da adição de NaOH 4 M. Dessa forma é possível verificar se a ação 

antagonista é relacionada ao pH. O SLC restante foi utilizado nas condições 

resultantes da fermentação microbiana. O SLC foi filtrado em membrana de 0,22 
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µm (Millipore, Bedford, Massachusetts), a fim de garantir a remoção das células 

bacterianas.  

 Como adaptação do método à realidade do laboratório, as cepas de 

patógenos alimentares foram repicadas separadamente em ágar Mueller-Hinton 

(Difco®) a 37 °C/18h. As colônias obtidas foram suspensas em solução de NaCl 

0,9% e submetidas à espectrofotometria até atingirem 0,5 na escala de 

MacFarland. Em seguida, as suspensões foram semeadas por atapetamento em 

ágar Muller-Hinton. Com auxílio de ponteiras estéreis, poços de 6 mm foram 

perfurados. Em cada poço adicionou-se 60 µL do SLC, em triplicata, para cada 

espécie. 

 As placas foram acondicionadas a 37 °C/18h em atmosfera de 5% de CO2. 

As leituras foram feitas através de medição dos halos sem crescimento microbiano 

ao redor dos paços, com resultados expressos em milímetros. 

Cada análise foi realizada em triplicata. 

 

5.6.2 Microdiluição do líquido metabólico em placa de 96 poços 

 Após o período de 24 h de incubação a 37 °C, um tubo inoculado com cada 

espécie bacteriana foi centrifugado (3600 rpm/15 min) a fim de separar o 

sobrenadante, também chamado líquido metabólico (SLC, “sobrenadante livre de 

células”). Assim como na etapa anterior o líquido metabólico foi aspirado em 

seringa estéril e filtrado com filtro de seringa 0,22 µm. 

 Da mesma forma que no ponto 5.3.1, dividiu-se o SLC em duas porções. A 

primeira fração teve o seu pH neutralizado para 6,8-7,0, para evitar que o pH ácido, 

naturalmente obtido pelo metabolismo bacteriano, interferisse nas leituras de 

resultados. A segunda amostra foi utilizada sem passar por nenhum tipo de 

processo. 

 Foi utilizado o método de concentração inibitória mínima (CIM), baseado em 

Songisepp et al. (2005), por diluição em microplaca de 96 poços, cujo objetivo é 

detectar qual a menor concentração de produto necessário para a inibição do 

crescimento dos microrganismos patógenos. O presente estudo utilizou 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella 

typhimurium. Estas cepas foram suspensas em NaCl 0,9% até a concentração de 
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108-109, aferidas por densidade óptica.  

 Como forma de adaptação do ensaio, cada poço recebeu 10 µL da 

suspensão de cada espécie de patógeno alimentar, 40 µL de caldo BHI (Himedia®) 

e 50 µL do SLC, com pH modificado ou não. O líquido metabólico foi inoculado em 

diferentes proporções de diluições. 

 A leitura ocorreu ao passar 18 h a 24 h, através da aplicação da resazurina, 

que reduz e muda de coloração de azul para azul/púrpura, indicando a formação 

de cristais insolúveis de formazan. 

O teste foi realizado três vezes em duplicata.  

 

5.6.3 Atividade antagônica por co-incubação 

 Os Lactobacillus spp. foram semeados em ágar MRS a 37 °C/48 h. Os 

patógenos foram isolados em ágar BHI (Kasvi®) e suspensos em solução de 

peptona 0,1% (Kasvi®) durante 18 h a 37 °C. A turbidez foi ajustada em 

espectrofotômetro para 109 UFC/ml.  

 Alíquotas iguais de suspensão de cada espécie de lactobacilo e das cepas 

avaliadas foram co-incubadas em salina 0.9%, 37 °C/24 h em anaerobiose, 

conferindo se a turbidez correspondia a aproximadamente 109 UFC/ml. Como 

controle utilizou-se a suspensão contendo apenas os microrganismos testados 

(HÜTT et al., 2006). 

 O objetivo do teste de co-incubação é verificar se o potencial probiótico tem 

capacidade de inibir total ou parcialmente o crescimento das células patogênicas. 

A quantificação foi realizada em ágar BHI. O valor é subtraído pela contagem do 

controle, verificando se houve ou não inibição por parte do lactobacilo. 

 Os valores de inibição são definidos em alto (redução de 5,9-6,5 UFC/ml), 

intermediário (3,4-5,8) e baixo (0,6-3,2). 

 Os testes foram realizados com as bactérias apenas e também na presença 

de FOS, nas três concentrações determinadas. 

 

5.7 SCREENING DE ENZIMAS DE POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO 

A determinação da atividade enzimática de potencial biotecnológico foi do 
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tipo qualitativa, a qual foi realizada em duplicata em placas de Petri com meios de 

cultura sólidos (ágar). Cada meio continha um substrato indutor como fonte de 

carbono, sendo: amido para detecção de amilase, carboximetilcelulose (CMC) para 

celulase, gelatina para protease, azeite de oliva e Tween® 20 para lipase e inulina 

para inulinase. 

Cada microrganismo foi inoculado em estria única. As placas foram incubadas 

a 37 °C por 48 h horas em estufa sob anaerobiose. O resultado foi considerado 

positivo (microrganismo produtor da enzima) quando houve formação de halo ao redor 

da colônia, revelado por meio de soluções reveladoras ou não. Abaixo encontra-se a 

composição de cada meio utilizado. 

Os testes foram realizados em duplicata. Cada microrganismo foi testado em 

pH ácido e em pH alcalino. 

 

5.7.1 Detecção de amilase 

A composição do meio de cultura elaborado para determinar a produção de 

amilase está descrita no Quadro 2 (DE VERAS, 2018). Os dois pH utilizados foram 

5,16 e 8,53. 

Quadro 2 – Composição do meio para detecção de amilase. 

Componente Quantidade  (g/L) 

Amido de milho 1,0 

NaNO3 0,5 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 ·(7 H20) 0,5 

FeSO4 ·(7 H20) 0,001 

Ágar 15,0 

  

Revelador Concentração 

KI 0,2 g/L 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.7.2. Detecção de protease 

A detecção da enzima proteolítica seguiu o protocolo de De Veras (2018). 

No Quadro 3 consta a composição do meio sólido utilizado. Os dois pH utilizados 

foram 5,16 e 8,55. 
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Quadro 3 – Composição do meio para detecção de protease. 

Componente Quantidade  (g/L) 

Gelatina 20,0 

K2HPO4 0,5 

MgSO4 ·(7 H20) 0,25 

FeSO4 ·(7 H20) 0,001 

CaCl2 0,16 

Ágar 15,0 

  

Revelador Concentração 

HgCl2 12 g 

HCl2 16 ml 

H2O destilada 80 ml 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.7.3 DETECÇÃO DE CELULASE 

 Para a detecção de celulase utilizou-se carboximetilcelulose como fonte de 

carbono para o microrganismo. O método foi baseado em De Veras (2018) com 

modificações. Os dois pH utilizados foram 5,13 e 8,5. 

Quadro 4 – Composição do meio para detecção de celulase. 

Componente Quantidade  (g/L) 

Carboximetilcelulose (CMC) 1,0 

NaNO3 0,5 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 ·(7 H20) 0,5 

FeSO4 ·(7 H20) 0,001 

Ágar 15,0 

  

Revelador Concentração 

Vermelho congo 1% 

 

5.7.4 Detecção de lipase 

 O primeiro método utilizado foi o de emprego do azeite de oliva como fonte 

de carbono (SILVA et al., 2019). A composição do meio de cultivo está elencada no 

Quadro 5. Para ambos os métodos, os dois pH utilizados foram 5,0 e 8,53. 
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Quadro 5 – Composição do meio para detecção de lipase com azeite. 
 

Componente Quantidade  (g/L) 

Azeite de oliva extra virgem 0,001 

NaNO3 0,5 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 ·(7 H20) 0,5 

FeSO4 ·(7 H20) 0,001 

Ágar 15,0 

Revelador Concentração 

Revelador Concentração 

Não possui Não se aplica 
Fonte: Elaboração própria. 

 

O segundo método utilizado para a detecção da enzima lipase foi adaptado 

de Haba et al. (2000). O Tween foi empregado, conforme o Quadro 6. 

Quadro 6 – Composição do meio para detecção de lipase com Tween. 

Componente Quantidade  (g/L) 

Tween® 20 1,0 

NaNO3 0,5 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 ·(7 H20) 0,5 

FeSO4 ·(7 H20) 0,001 

Ágar 15,0 

  

Revelador Concentração 

Não possui Não se aplica 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.7.5 Detecção de inulinase 

A composição do meio de cultura para detecção da enzima inulinase 

encontra-se abaixo (Quadro 7). 

Quadro 7 – Composição do meio para detecção de inulinase. 

Componente Quantidade  (g/L) 

Inulina 1,0 

NaNO3 0,5 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 ·(7 H20) 0,5 

Ágar 15,0 

Revelador Concentração 

Revelador Concentração 

HCl 5 N 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.8 TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIBIÓTICOS 

 Foi utilizado um painel de seis agentes antimicrobianos indicados para 

bactérias gram-positivas. Os antibióticos (Probac®, Laborclin®, DME®, Sensifar®) 

empregados foram: vancomicina, penicilina G, ampicilina, gentamicina, eritromicina 

e tetraciclina. 

 O método baseou-se no guia “Performance Standards for Antimicrobial 

Susceptibility Testing” do Clinical and Laboratory Standards Institute (2016), cuja 

técnica é de difusão em ágar. 

 Cada bactéria foi repicada em ágar MRS e incubada em atmosfera de 5% 

CO2 a 37 °C/48 h. Após crescimento, as colônias foram coletadas com auxílio de 

alça bacteriológica e diluídas em NaCl 0,9% estéril, de forma a atingir 0,5 na escala 

de McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 (1,5 bilhões de bactérias por mL). Em 

seguida, o inóculo foi semeado swab estéril por atapetamento, cobrindo toda a 

superfície do ágar Mueller Hinton. Os discos de cada antibiótico foram depositados 

com auxílio de pinça esterilizada, guardando uma distância de 30 mm entre cada 

disco. As placas foram incubadas a 37 °C/18 h. 

 Como controles utilizou-se etanol 70% e NaCl 0,9% estéril. 

 A leitura do teste se deu através da produção de halo ao redor do disco de 

antibiótico, que caracteriza a ausência de crescimento. O tamanho do halo (mm) 

medido por régua determina se a cepa é sensível, intermediária ou resistente ao 

antimicrobiano empregado. Contudo, este estudo só levou em conta sensibilidade 

e resistência, uma vez que o documento regulador é utilizado para espécies 

patogênicas, e não bactérias ácido-lácticas com potencial probiótico.  

  

5.9 SOBREVIVÊNCIA ÀS CONDIÇÕES GASTRINTESTINAIS 

O preparo dos sucos gástrico e intestinal simulados seguiram o descrito por 

Farias et al. (2019).  

Para o suco gástrico simulado (SGS) foi preparada uma solução contendo 9 

g/L de cloreto de sódio contendo 3,0 g/L de pepsina com pH ajustado para 2,1 com 

HCl (Vetec®). O suco intestinal simulado (SIS) foi preparado dissolvendo os sais 

biliares em solução de 6,5 g/L NaCl (Química Moderna®), 0,835 g/L KCl (Merck®) 

e 0,22 g/L CaCl2 (Merck®), para concentração de 3,0g/L, com pH final de 7,2, 
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regulado com NaOH 0,1 N (Química Moderna®). Para a simulação foram utilizados 

9 mL de SGS e SIS.  

Tubos de caldo MRS foram incubados com o microrganismo a 37 °C/24h sob 

anaerobiose. Após o cultivo, uma alíquota de 1 mL foi retirada e diluída 

seriadamente, antes do contato com o suco ácido (contagem inicial) e com 60 e 

120, correspondendo à fase gástrica. Em seguida, 1 ml foi aliquotado do tubo 

referente aos 120 minutos e transferido para o SIS, equivalendo a 240 minutos de 

digestão simulada (Figura 1). Os tubos inoculados permaneceram a 37 °C, com 

homogeneizações periódicas. 

 

Figura 1 – Simulação das condições gastrintestinais. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

As colônias foram contadas após 48h de crescimento em estufa e os 

resultados expressos em UFC/mL. 

Para avaliar a ação protetiva do FOS, os microrganismos foram incubados 

com 1,5% desta fibra, seguindo o mesmo método de simulação do ambiente 

gastrointestinal. 
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5.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 As três cepas utilizadas no estudo foram submetidas a dois diferentes 

métodos de avaliação de atividade antioxidante. 

 As bactérias foram incubadas conforme 5.2. Em seguida, os tubos com as 

culturas foram centrifugados (3600 rpm/15 min) a fim de separar o conteúdo celular 

do líquido metabólico. O líquido foi filtrado em filtro de seringa, a fim de remover 

qualquer resíduo celular (Figura 2). 

 

Figura 2 – Filtragem da cultura em MRS para remoção de células bacterianas. 

 

Fonte: Acervo da autora. 

 

O líquido resultante foi avaliado de acordo com a capacidade de sequestrar 

o radical 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS+) e o radical 

livre 2,2-difenil1-picrilhidrazil (DPPH). O método do ABTS+ seguiu o proposto por 

Re et al. (1999). A avaliação do sequestro de DPPH baseou-se no método de Blois 

(1958). 

Para controle negativo utilizou-se água destilada e MRS caldo. Como 

controles positivos ácido ascórbico, butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno 

(BHT) foram empregados. 
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5.11 ELABORAÇÃO DO SUCO POTENCIALMENTE SIMBIÓTICO  

 O abacaxi (Ananas comosus (L.)) foi adquirido em mercado local e lavado 

em água corrente. Em seguida, os frutos foram sanitizados em solução clorada a 

150 ppm por 15 minutos. As partes não comestíveis foram eliminadas e a polpa foi 

destinada ao preparo do suco. Para o preparo do suco utilizou-se a concentração 

de 60% de polpa (BRASIL, 2003) e 10% de sacarose. De acordo com os resultados 

do item 6.2, posteriormente descrito, a concentração de fruto-oligossacarídeo 

adicionada foi de 1,5%. 

 O suco produzido foi pasteurizado em banho-maria a 65 °C durante 30 

minutos e, logo em seguida, submetido a um banho de gelo durante 15 minutos 

(DESHAWARE et al., 2019). 

 

Figura 3 – Suco em banho-maria. 

 

Fonte: Acervo da autora. 
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5.11.1 Adição de l. Casei 

 A bactéria foi incubada como descrito no item 5.2. Para obter a massa 

celular, o tubo foi submetido à centrifugação, com descarte do sobrenadante. As 

células foram suspensas em 10 ml do próprio suco de abacaxi e a suspensão foi 

adicionada ao suco na proporção de 10% em condições assépticas. O suco foi 

armazenado por 14 dias a 4 ± 1°C, sendo avaliado físico-quimicamente nos dias 0, 

3, 7 e 14. 

 Aproximadamente 10 logs de UFC/ml foram adicionados à bebida. Além da 

formulação simbiótica, foi preparado o suco controle, sem a bactéria e sem o FOS. 

 

5.12 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DOS SUCOS  

Para determinação da composição centesimal foram realizadas análises 

físico-químicas (Quadro 1) de cinzas, umidade, proteína, lipídio, açúcares totais e 

redutores, em triplicata, com os valores médios obtidos expressos em g/100g (IAL, 

2008). O valor energético total (VET) foi calculado pelo somatório das calorias 

fornecidas pelos macronutrientes, isto é, 9 Kcal/g para lipídios (LIP) e 4 Kcal/g para 

carboidratos (CHO) e proteínas (PTN). 
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Quadro 1 – Métodos adotados para determinação da composição centesimal mínima das bebidas 

tropicais de abacaxi, de acordo com o IAL (2008). 

Análise Método 

Cinzas 

Secagem direta em estufa a 105 °C 

(dessecação) 

Umidade Incineração em Mufla à 550°C 

Proteínas 

Determinação de nitrogênio pelo método de 

digestão de Kjeldahl e conversão para proteína 

através do fator 6,25 

Lipídio 

Extração direta em Soxhlet por meio de refluxo 

de solvente orgânico 

Açúcares redutores Reação com solução cupro-alcalina 

Açúcares não redutores Inversão ácida dos açúcares 

 

 

5.13 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E MICROBIOLÓGICA DO SUCO DE 

ABACAXI DURANTE ARMAZENAMENTO 

O suco potencialmente simbiótico e o controle foram mantidos por 14 dias a 

4±1°C. As amostras foram processadas nos dias 0 (dia do preparo), 3, 7 e 14. As 

análises físico-químicas seguiram a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), 

conforme a Tabela 1: 

 

 

 

 

 

 



48 
 

Tabela 1 – Métodos adotados para caracterização físico-química das bebidas funcionais durante 

armazenamento, de acordo com o IAL (2008). 

Análise Método 

Sólidos solúveis totais 
Leitura em refratômetro, com os resultados 

expressos em °Brix 

Acidez total titulável 

Diluição das amostras em água destilada, 

seguida de titulação com solução de NaOH 0,1 

N, adicionando o indicador fenolftaleína  

pH Leitura em potenciômetro digital 

 

As análises microbiológicas incluíram a contagem de células viáveis e a 

sobrevivência em trato gastrointestinal simulado. Realizando manobras de 

amostragem apropriadas, os métodos de avaliação seguiram os mesmos descritos 

nos itens 5.3 e 5.9. 

Os testes foram executados em triplicata. 

 

5.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 O processamento estatístico utilizou testes de estatística descritiva (média e 

desvio padrão) e inferencial (Anova One-Way e teste de Tukey) para determinação 

de diferenças estatisticamente significantes entre os tratamentos aplicados. Os 

dados foram tratados no software Origin 8.1, adotando nível de confiança de 95% 

(p < 0,05).  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

 Para a microbiologia, a identificação específica da cepa é primordial, uma 

vez que ela pode não compartilhar das mesmas características que outras de sua 

espécie. No caso de probióticos, Vitetta et al. (2017) confirmam que a seleção 

dessas bactérias ácido-láticas deve ocorrer através da informação genômica, de 

forma que se possa escolher qual a cepa apresenta as características desejadas a 

determinado estudo. 

 Conforme identificado pela farmácia de manipulação, a cepa adquirida era, 

de fato, um Lactobacillus rhamnosus. Com a amplificação do DNA foi possível ainda 

determinar que se trata da cepa L. rhamnosus GG ATCC 53103 com 100% de 

similaridade. As duas outras espécies (L. casei ATCC 334 e L. acidophilus ATCC 

4356) foram identificadas pela Coleção de Culturas de Microrganismos do 

Departamento de Antibióticos. 

 

6.2 VIABILIDADE CELULAR NA PRESENÇA DE FRUTO-OLIGOSSACARÍDEO 

in vitro 

 O ensaio de viabilidade é de extrema importância na elaboração de um 

alimento que contenha microrganismos potencialmente probióticos, a fim de 

garantir as quantidades exigidas em legislação. 

Este ensaio de viabilidade celular na presença de FOS foi conduzido in vitro, 

antes de aplicar diretamente aos sucos, a fim de observar qual concentração (1%, 

1,5% ou 2%) é capaz de promover o aumento do número de células viáveis. 

A Tabela 2 traz os valores obtidos nos experimentos. 
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Tabela 2 – Viabilidade celular de Lactobacillus spp. em diferentes concentrações de fruto-

oligossacarídeo. 

Concentração 
de FOS 

Bactéria 

L. rhamnosus L. casei L. 
acidophilus 

log UFC/ml 

0 (Sem FOS) 9,28 ± 0,02 d 9,66 ± 0,03 c 9,47 ± 0,03 c 

1% 9,58 ± 0,03 c 9,6 ± 0,01 d 9,8 ± 0,03 a 

1,5% 11,72 ± 0,02 a 11,31 ± 0,71 a 11,5 ± 0,4 a 

2% 9,75 ± 0,10 b 10,85 ± 0,06 b 10,31 ± 0,08 b 

Valores (médias ± desvio padrão) com letras minúsculas diferentes na mesma linha diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

Conforme já mencionado anteriormente, os prebióticos como os FOS atuam 

por intermédio de uma estimulação do crescimento e/ou atividade de bactérias 

residentes da microbiota intestinal (ROBERFROID et al., 2010; SIVIERI et al., 2014; 

DELGADO; TAMASHIRO, 2018). 

Considerando os dados coletados nesta pesquisa, a adição de 1% de FOS 

aumentou significativamente (p < 0,05) a viabilidade de duas espécies, a saber, L. 

rhamnosus GG ATCC 53103 e o L. acidophilus ATCC 4356. No L. casei ATCC 334 

a melhoria ocorreu no acréscimo de 1,5%. 

Outros tipos de prebióticos, como isomaltooligossacarídeo, 

galactooligossacarídeo e gentiooligossacarídeo, também são descritos como 

agregadores na viabilidade celular. Saminathan et al (2011) experimentaram 

diferentes espécies de lactobacilos na presença de 1% desses prebióticos. Os 

achados indicam que apesar do aumento nas contagens de células bacterianas, o 

número variou entre espécies e, ainda mais, entre cepas. 

Acevedo-Martínez et al. (2018) constataram aumento da contagem celular 

de L. casei, quando o meio de cultivo foi suplementado com 5% de FOS. 

Isomaltooligossacarídeo é capaz de promover aumento da viabilidade de L. 

rhamnosus, na proporção de 1% ao longo de semanas, conforme verificado em 

experimento conduzido em queijo cheddar (LIU et al., 2015). Já para Bernal-Castro 

et al. (2019) a concentração de FOS que concedeu melhorias na recuperação das 
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células viáveis foi de 1%.  

As mesmas autoras (BERNAL-CASTRO et al, 2019) executaram teste com 

5% de FOS no MRS, porém não obtiveram resultados satisfatórios, o que implica 

dizer que a maior concentração de prebióticos não necessariamente aumenta a 

viabilidade celular (NUNPAN; SUWANNACHART; WAYAKANON, 2019). Estes 

achados são similares aos levantados no presente estudo para todas as espécies 

estudadas, onde não houve diferença significativa na contagem de L. rhamnosus 

GG ATCC 53103 a 2% de FOS, quando comparado à amostra sem prebiótico. 

Para as três espécies torna-se perceptível que a melhor concentração a ser 

incorporada é a de 1,5%, onde se obtém um aumento de aproximadamente 2,04 

logs de unidades formadoras de colônia. 

 

 

6.3 SCREENING DE ENZIMAS DE INTERESSE INDUSTRIAL 

Conforme descrito na Tabela 3, as três espécies de Lactobacillus spp. são 

produtoras das enzimas amilase, celulase, protease e lipase. Esses achados são 

interessantes do ponto de vista econômico, visto que essas bactérias podem ser 

empregadas em larga escala para aproveitamento industrial. De acordo com Rana 

et al. (2017), a amilase é importante para a clarificação de sucos, panificação e até 

mesmo para a melhoria da saúde de animais de criação. Padmavathi et al. (2018) 

e Caminero et al. (2019) relatam uma grande variedade de Lactobacillus spp. como 

produtores desta enzima. 

 

      Tabela 3 – Screening de enzimas de interesse industrial. 

Enzima  L. rhamnosus L. casei L. acidophilus 

Amilase + + + 

Celulase + + + 

Protease + + + 

Lipase + + + 

Inulinase Não produtor Não produtor Não produtor 
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A celulase é uma enzima ausente no organismo humano (DHINGRA et al., 

2012). Na microbiologia, é bem estabelecido que os fungos são bons produtores 

dessa enzima (SINGH et al., 2021), mas a literatura também relata alguns gêneros 

bacterianos, como Bacillus spp. (KURT; CEKMECELIOGLU, 2021; PHAM et al., 

2022), Aeromonas spp., Paenibacillus spp. (ISLAM; ROY, 2018). Nossa pesquisa 

ajuda a ampliar as opções de bactérias produtoras de celulase, para aplicação nos 

mais diversos fins. 

Graças a hidrólise de alérgenos, produção de hidrolisado proteico e 

liberação de peptídeos bioativos (EDALATI et al., 2019), as proteases tem um 

considerável valor comercial. De acordo com a Tabela 2, as três espécies 

escolhidas neste trabalho produzem esta enzima. Em estudo conduzido por Solieri 

et al. (2018), foi observado que Lactobacillus casei PRA205 e Lactobacillus 

rhamnosus PRA331 são bons produtores de proteases. Moosavi-Nasab et al. 

(2018) relatam o mesmo para a sua cepa de L. casei. Da mesma forma, Tan e 

colaboradores (2020) empregaram Lactobacillus acidophilus FTDC3871 para 

extração de quitina da casca de camarões, por ação proteolítica, obtendo bons 

resultados.  

Conforme descrito, a lipase tem grande valor comercial, graças ao seu 

auxílio na digestão, na produção de queijos, de óleos e gorduras (CHANDRA; 

SINGH; ARORA, 2020). Todas as cepas utilizadas neste trabalho são produtoras 

desta enzima. Estes achados são compatíveis com o descrito por diferentes 

autores, onde diversas espécies de Lactobacillus apresentam atividade lipolítica, 

como L. fermentum (ABEER MOHAMMED; HEGAZY; SALAH, 2021), L. brevis 

(KHAN et al., 2018), L. casei (MOOSAVI-NASAB et al., 2018; GUAN et al., 2020), 

L. plantarum (KHAN et al., 2019; KIM; LIM, 2020), L. amylovorus (MAROJU et al., 

2021). 

Nenhuma das cepas foi capaz de produzir inulinase. A literatura científica 

descreve os fungos como os microrganismos de destaque na produção destas 

enzimas, com destaque aos gêneros Aspergillus spp. e Fusarium spp. (KAMBLE et 

al., 2019; GERMEC et al.; GURLER et al.; SINGH et al., 2020). Entretanto, Boger e 

colaboradores (2018) observaram produção de exo-inulinase na espécie 

Lactobacillus paracasei W20. Outros gêneros bacterianos produtores da enzima 

são Staphylococcus spp. (SELVAKUMAR; PANDEY, 1999), 
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Streptomyces sp. (SHARMA et al., 2006), Klebsiella e Bacillus spp. com 

características halofílicas ou termofílicas (FACHRIAL et al., 2019; ULLAH et al., 

2022). 

 

6.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

 O primeiro teste realizado para verificar a atividade antimicrobiana do líquido 

metabólico resultante da fermentação dos carboidratos do meio de cultura pelo L. 

rhamnosus GG foi o de difusão em ágar, através da perfuração de poços.  

 A primeira execução não demonstrou nenhuma atividade biológica frente a 

E. coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. 

Associou-se a inatividade à espessura do meio de cultura nas placas, inferior a 4 

mm, o que poderia ter alterado a capacidade de difusão dos compostos produzidos 

pelo metabolismo do lactobacilo. De acordo com Ostrosky et al. (2008), a espessura 

e o cuidado na forma de distribuição do ágar na placa de Petri são parâmetros 

essenciais para maior confiabilidade do teste, uma vez que reduz a presença de 

bolhas, sobreposições e estrias. 

As duas repetições seguintes, com meio mais homogêneo demonstraram 

resultados similares, isto é, de ausência de atividade inibitória frente a patógenos 

alimentares.  

 As espécies consideradas como probióticas pela ANVISA costumam 

apresentar ação antibacteriana, como descrito por Chowdhury e Islam (2016) em 

experimento conduzido com diferentes espécies de lactobacilli observou uma boa 

inibição por parte de L. casei. Por outro lado, outras espécies do mesmo gênero 

não apresentaram atividade antimicrobiana contra as cepas utilizadas, assim como 

no presente estudo. 

 Da mesma forma, utilizando o mesmo método de difusão em ágar através 

de poços, Inglin et al. (2015) não obteve resultados satisfatórios com 21 espécies 

de L. rhamnosus, onde apenas dois isolados foram capazes de inibir in vitro o 

crescimento de bactérias patogênicas. 

 Devido a vários relatos científicos apontando o gênero Lactobacillus spp. 

como antagonista a patógenos alimentares (JACOBSEN et al., 1999; HÜTT et al.; 

KEERSMAECKER et al., 2006; CAGGIA et al.; SZAJEWSKA; KOŁODZIEJ, 2015; 
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BERISTAIN-BAUZA et al., 2016; ALLONSIUS et al., 2017), portanto, decidiu-se 

utilizar mais dois testes de atividade antimicrobiana, a fim de comprovar se 

realmente havia inatividade. 

 No método de co-incubação esperou-se que a cepa potencialmente 

probiótica produza, através de seu metabolismo, compostos secundários com 

atividades biológicas. Nesse ensaio, os metabólitos secundários devem inibir o 

crescimento do patógeno que está em sua presença (TEJERO-SARIÑENA et al., 

2012). 

 Na presença de L. rhamnosus GG ATCC 53103, L. casei ATCC 334 e L. 

acidophilus ATCC 4356 nenhum dos microrganismos-teste tiveram seu 

crescimento anulado ou reduzido. Corroborando outros estudos, Annuk et al. (2003) 

enfatiza a cepa-dependência para a comprobação de atividade inibitória. Os 

autores ainda apontam que culturas homofermentativas apresentam baixo 

potencial de inibição quando em presença de outros microrganismos. 

Diferentes espécies de Lactobacillus não foram capazes de inibir o 

crescimento de Salmonella enterica, Escherichia coli e Clostridium perfringens pelo 

método de ágar-difusão, utilizando o líquido sobrenadante sem células (DEC et al., 

2016). Os mesmos autores encontraram resultados positivos para os mesmos 

microrganismos indicadores aplicando o método de blocos de ágar. 

 Jang, Lee e Paik (2019) observaram fraca atividade de L. rhamnosus GG 

ante a S. typhimurium, tal como as observações de nosso estudo. Da mesma forma 

descreveram Das, Joseph e Iyer (2016) e Faghfoori et al (2017) diante da espécie 

S. aureus. O L. rhamnosus também apresentou pobre ação antimicrobiana em 

estudos com L. monocytogenes (MASHAK, 2016).   

Na pesquisa conduzida por Das, Joseph e Iyer (2016) concluiu-se o mesmo 

que se tem relatado nesta sessão para a espécie L. acidophilus. Mesmo com 

bacteriocinas isoladas, a cepa L. acidophilus LA5 não consegue reduzir o 

crescimento in vitro de L. monocytogenes (MORADI; MARANI; TAJIK, 2019).  

Os mesmos resultados foram encontrados quando se aplicou o teste de 

microdiluição do SLC in vitro (Figura 4), que é o método preferido e mais utilizado, 

uma vez que se pode controlar as concentrações do composto a ser testado. Os 

dados coletados não são condizentes com alguns achados da literatura científica 
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(SZAJEWSKA; KOŁODZIEJ, 2015; ARYANTINI et al, 2016; BERISTAIN-BAUZA et 

al., 2016; ALLONSIUS et al., 2017), mas demonstram que nem todas as cepas 

ácido-láticas podem ser consideradas probióticas antes de serem exaustivamente 

estudadas quanto às alegações de funcionalidade (SHOKRYAZDAN et al., 2014). 

 

Figura 4 – Resultado de teste de microdiluição em placa de 96 poços. 

 

AS: Staphylococcus aureus; LM: Listeria monocytogenes; ST: Salmonella typhimurium; 

EC: Escherichia coli. 

  

Sobre a hipótese de que nem todas as bactérias ácido-láticas serem 

denominadas probióticas, Dincer e Kivanc (2019) afirmam o mesmo, ao notarem 

pouca atividade contra patógenos alimentares gram-negativos ao testar líquido 

metabólico livre de células. 

 Com relação à inatividade aparente do L. casei, outros autores trazem 

relatos semelhantes. As cepas L. casei 431 e R-68 reduziram pobremente o 

crescimento laboratorial de L. monocytogenes, E. coli, Salmonella typhi e S. aureus.  

(PATO et al, 2017; RAJARAJAN et al, 2018; MORADI; MARANI; TAJIK, 2019).  

 Outras espécies consideradas potencialmente probióticas também são 

relatadas como pobres agentes bacteriostáticos e bactericidas. Por exemplo, L. 

alimentarius mostrou-se fraco inibidor de E. coli, tanto quanto L. lactis para E. coli, 

S. aureus, L. monocytogenes e Salmonella typhimurium (MASHAK, 2016). L. 

plantarum apresentou pobre poder bacteriostático sobre E. coli, S. typhimurium e 

S. aureus, de acordo com Shaikhin e colaboradores (2016), assim como L. reuteri 
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ante ao S. aureus. 

 Além dos indicadores empregados neste estudo, outras pesquisas 

envolvendo diferentes espécies bacterianas apontam a baixa (ou mesmo ausência 

de) atividade inibitória de Lactobacillus spp. Pode-se citar aqui Yersinia 

enterocolitica (KUMARI et al, 2016), Serratia marcescens, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus 

(FAGHFOORI et al, 2017), C. albicans (SHAIKHIN et al., 2016; FAGHFOORI et al, 

2017) e Salmonella typhi (DAS; JOSEPH; IYER, 2016; PATO et al., 2017). 

 Os testes de atividade antimicrobiana também foram realizados na presença 

de FOS, nas diferentes concentrações propostas (1%, 1,5% e 2%), porém 

apresentaram os mesmos resultados negativos descritos acima. 

 Neste trabalho foi testada a atividade antimicrobiana apenas com o líquido 

metabólico, não tendo sido considerado o extrato intracelular ou as próprias células 

bacterianas.  

 

6.5 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS 

 A triagem de resistência e sensibilidade a antibióticos tem por finalidade 

avaliar a segurança no uso da cepa em estudo, uma vez que ela não deve 

apresentar resistência a uma grande quantidade desses fármacos. 

 De forma natural, o gênero Lactobacillus apresenta resistência a certos 

antimicrobianos, chamada de resistência intrínseca, assim como todas as outras 

espécies de bactérias (CHARTERIS et al., 1998). Os resultados obtidos estão 

expressos na Tabela 3. 

Tabela 4 – Perfil de suscetibilidade aos antibióticos clínicos através de medição dos halos de 

inibição (mm). 

Antibiótico Halo de inibição em mm 

 L. rhamnosus L. casei L. acidophilus 

VAN 0 0 0 

GEN 0 0 0 

ERI 26,0 ± 2 30,7 ± 1,15 28,35 ± 1,5 

PEN 29,3 ± 1,15 30,3 ± 0,6 29,65 ± 0,9 

TET 30,6 ± 1,15 30,7 ± 1,15 30,5 ± 1,15 
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AMP 29,3 ± 1,15 36,7 ± 1,15 33,0 ± 1,15 

Van: vancomicina; Gen: gentamicina; Eri: eritromicina; Pen: penicilina; Tet: tetraciclina; Amp: 

ampicilina. Valores em média ± desvio padrão. 

 

 De acordo com os resultados obtidos no teste, pode-se interpretar da 

seguinte forma:  

 

Tabela 5 – Perfil de suscetibilidade aos antibióticos: interpretação. 

Antibiótico Halo de inibição em mm 

 L. rhamnosus L. casei L. acidophilus 

VAN R R R 

GEN R R R 

ERI S S S 

PEN S S S 

TET S S S 

AMP S S S 

R: Resistente;  S: Sensível 

  

Nenhuma cepa apresentou resistência à penicilina, eritromicina, tetraciclina 

e ampicilina, ao contrário do relatado por Rajoka e colaboradores (2017), que 

isolaram L. rhamnosus de leite humano e observaram um perfil amplo de 

resistência a diferentes antibióticos, tais como estreptomicina, gentamicina e os já 

citados.  

A resistência ao antimicrobiano vancomicina é um atributo nativo do L. 

rhamnosus (LIU et al., 2009) e é comumente encontrado em outras espécies de 

Lactobacilli (HOLLIMAN; BONE; RUOFF et al., 1988). Essa característica não é 

transferível geneticamente a outras espécies (MORROW et al., 2012). 

Outros autores também encontraram o mesmo padrão de resistência à 

vancomicina em outras espécies, como L. plantarum (FAGHFOORI et al, 2017; 

PARTOVI; GANDOMI; BASTI, 2019), L. casei (KUMARI et al., 2016), L. paracasei 

(KUMARI et al., 2016; FAGHFOORI et al, 2017), L. buchneri (KUMARI et al., 2016). 

A resistência à eritromicina, apresentada por todas as três espécies 

estudadas, também é corroborada por outros autores (ARYANTINI et al, 2016; 
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PATO et al, 2017; SCHMITT et al, 2018). Os outros achados do perfil de 

sensibilidade traçado neste trabalho são semelhantes aos de outros grupos de 

pesquisa (KUMARI et al., 2016; FAGHFOORI et al, 2017; SCHMITT et al, 2018; 

MALILAY et al, 2019). 

O perfil de resistência observado, como à gentamicina e à vancomicina, que 

são antimicrobianos de amplo espectro, não é motivo de preocupação clínica, uma 

vez que as bactérias são satisfatoriamente inibidas por outras drogas disponíveis 

(CAGGIA et al., 2015). 

 

6.6 CONDIÇÕES GASTRINTESTINAIS SIMULADAS 

Os resultados da avaliação in vitro da sobrevivência de L. rhamnosus GG 

ATCC 53103, L. casei ATCC 334 e L. acidophilus ATCC 4356 livres após exposição 

aos fluidos gástrico e intestinal simulados estão elencados nas Tabelas 5, 6 e 7.  

 

Tabela 6 – Viabilidade de células livres de Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 com diferentes 
concentrações FOS aos sucos gástrico e intestinal simulados. 

Tempo de 
análise 
(min) 

L. rhamnosus 

Sem FOS 1% 1,5% 2% 

log UFC/ml 
 

0 (Contagem 
Inicial) 

11,89 ± 0,01 Ab 10,86 ± 0,06 Ba 10,84 ± 0,28 Ba 11,56 ± 0,04 Ca 

60 min 
(SGS) 

11,20 ± 0,08 Aa 10,54 ± 0,25 Bb 10,62 ± 0,67 Bb 11,43 ± 0,19 Ca 

120 (SGS) 10,00 ± 1,35 Ab 8,87 ± 0,04 Bb 10,79 ± 0,02 Ca 10,51 ± 0,17 Cb 

240 (SIS) 10,72 ± 0,85 Ab 8,93 ± 0,04 Bc 9,41 ± 0,06 Cb 9,57 ± 0,31 Cc 

SGS: Suco Gástrico Simulado;  SIS: Suco Intestinal Simulado.  

Valores (médias ± desvio padrão) com letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente entre si. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

Observou-se que não houve diferença significativa no teste executado sem 

adição de fruto-oligossacarídeo. Com a concentração de 1% de FOS ocorreu uma 

redução significativa após 120 minutos. Esse tempo corresponde ao período de 

exposição ao suco gástrico simulado, contendo pepsina e baixo pH (2,1). Em 
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pesquisa conduzida por Albuquerque et al. (2018), determinou-se que O FOS não 

interferiu na viabilidade das células de L. rhamnosus GG em produtos de soja 

submetidas à simulação gastrointestinal. 

Na concentração de 1,5% verificou-se uma discreta redução na viabilidade 

do L. rhamnosus em toda a fase gástrica, havendo maior queda na contagem 

celular a partir dos 240 minutos de teste. A concentração de 2% demonstrou 

resultados semelhantes à concentração de 1%. 

Pode-se concluir que para a espécie L. rhamnosus GG ATCC 53103 a 

adição de FOS, seja na concentração de 1%, 1,5% ou 2%, não apresenta efeitos 

relevantes sobre a sua viabilidade ao longo do trato gastrointestinal in vitro (p > 

0,05). De acordo com o método executado, a bactéria por conta própria consegue 

se manter acima dos valores recomendados para ingestão diária.  

Pitino et al (2010) realizaram simulação in vitro com seis diferentes linhagens 

de L. rhamnosus. Todas apresentaram boa taxa de sobrevivência, onde três delas 

chegaram a se multiplicar ao longo das passagens gástrica e duodenal simuladas. 

Do ponto de vista econômico, a associação de fruto-oligossacarídeo com L. 

rhamnosus GG ATCC 53103 não é vantajosa, de acordo com os dados obtidos. 

Contudo, se for desejável obter outros efeitos considerados funcionais, a 

concentração recomendada seria de 1,5%. 

 

Tabela 7 – Viabilidade de células livres de Lactobacillus casei ATCC 334 com diferentes 
concentrações FOS aos sucos gástrico e intestinal simulados. 

Tempo de 
análise 
(min) 

L. casei ATCC 334 

Sem FOS 1% 1,5% 2% 

log UFC/ml 
 

0 (Contagem 
Inicial) 

11,25 ± 0,30 Aa 11,57 ± 0,04 Aa 10,42 ± 0,03 Ba 
11,50 ± 0,14  

Ca 

60 min (SGS) 10,49 ± 0,34 Ba 11,52 ± 0,04 Ba 10,57 ± 0,27 Ca 9,15 ± 0,21 Dc 

120 (SGS) 8,42 ± 0,60 Cb 10,13 ± 0,15 Bb 10,84 ± 0,01 Ca 9,82 ± 0,19 Db 

240 (SIS) 8,90 ± 0,08 Db 10,34 ± 0,32 Bb 9,75 ± 0,33 Cb 9,84 ± 0,07 Cb 

SGS: Suco Gástrico Simulado;  SIS: Suco Intestinal Simulado.  

Valores (médias ± desvio padrão) com letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem 
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estatisticamente ao nível de 5%. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente entre si. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

Na simulação com a espécie L. casei ATCC 334, evidenciou-se que a adição 

de 1,5% de FOS ao meio de cultivo é capaz de promover a proteção de forma 

significativa no ambiente gastrointestinal simulado. De acordo com os achados da 

Tabela 6, nos testes executados sem adição de FOS e com adição de 1,5% do 

sacarídeo, as contagens de células viáveis da cepa bacteriana começam a declinar 

de forma significativa aos 120 minutos. De forma semelhante observa-se na adição 

de 2%, com perdas acentuadas ainda na segunda etapa do experimento (60 

minutos no SGS). 

Portanto, para a cepa L. casei ATCC 334, a preservação de células que 

podem chegar viáveis no sítio alvo, isto é, o intestino grosso, é alcançada por meio 

da adição de 1,5% de FOS de forma in vitro. 

Experimentando amido de batata, inulina e fibra de Plantago psyllium como 

agentes encapsulantes sobre L. plantarum e L. casei, Peredo et al. (2016) 

denotaram eficiente preservação de células viáveis. Comparando às células 

submetidas ao processo digestivo in vitro, o L. plantarum acompanhado de 

prebióticos manteve-se dentro dos valores aceitáveis para exercício de suas 

atividades probióticas. 

Apesar de conduzir estudo com bactérias encapsuladas em alginato-

gelatina, Matthews (2017) apontou uma maior recuperação microbiana nas 

amostras contendo prebióticos (inulina e lactulose) em ambiente gastrointestinal 

mimetizado. Ambas as espécies utilizadas, L. acidophilus e L. casei, apresentaram 

contagens satisfatórias. 

Guergoletto et al (2010) constataram aumento substancial da recuperação 

celular de L. casei (LC-1) aderido a fibras após passagem por ambiente 

gastrointestinal simulado, quando comparado a células livres da bactéria. Já 

Blaiotta et al (2013), trabalhando com fibras de castanha montella, verificaram efeito 

protetor apenas na intestinal, não na fase gástrica, tanto para L. casei Lbc496 

quanto para L. rhamnosus ATCC 53103, mesma cepa utilizada no nosso estudo.   
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Tabela 8 – Viabilidade de células livres de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 com diferentes 

concentrações FOS concentrações FOS aos sucos gástrico e intestinal simulados. 

Tempo de 
análise 
(min) 

L. acidophilus 

Sem FOS 1% 1,5% 2% 

log UFC/ml 
 

0 (Contagem 
Inicial) 

8,54 ± 0,09 Cb 10,41 ± 0,15 Ba 9,54 ± 0,09 Aa 9,46 ± 0,28 Aa 

60 min (SGS) 
9,67 ± 0,19 Aa 

10,48 ± 0,11 Ba 9,69 ± 0,55 Ca 
10,35 ± 0,28 

Da 

120 (SGS) 8,45 ± 0,21 Ab 9,56 ± 0,1 Bb 9,98 ± 0,19 Ca 8,54 ± 0,34 Db 

240 (SIS) 8,22 ± 0,06 Cb 9,0 ± 0,02 Cc 8,0 ± 0,01 Bb 8,0 ± 0,01 Dc 

SGS: Suco Gástrico Simulado;  SIS: Suco Intestinal Simulado.  

Valores (médias ± desvio padrão) com letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente entre si. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

Conforme enunciado na Tabela 7, a concentração de 1,5% da fibra é a mais 

efetiva no que diz respeito à redução das perdas celulares em ambiente 

gastrointestinal simulado para L. acidophilus ATCC 4356. Na presença de 1,5% de 

FOS a viabilidade é preservada estatisticamente até 120 minutos de experimento.  

 É possível observar a comparação entre as espécies no teste de simulação 

gastrointestinal sem e com FOS na Figura 5. No primeiro gráfico (Figura 5a), que 

representa os resultados da simulação sem FOS, evidencia-se o melhor desempenho 

da espécie L. rhamnosus, conforme discutido acima. Sem a adição do FOS percebe-

se a abrupta redução do L. casei aos 120 minutos. 
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Com a adição de 1% da fibra alimentar (Figura 5b) evidencia-se um padrão de 

viabilidade relativamente mais equilibrado. Contudo, a suplementação de 1,5% 

apresenta a menor perda celular, sobretudo na espécie L. casei. Ao contrário do que 

se esperava, a maior concentração de FOS não implica em maior sobrevivência dos 

microrganismos testados, indicando outra vez que existem doses específicas para o 

efeito protetor sobre as cepas. 

Apesar da redução significativa entre o total de células inoculadas e a 

quantidade recuperada ao fim do experimento, observa-se que todas as três espécies 

apresentam relativa capacidade de sobrevivência às condições simuladas do trato 

gastrointestinal. De acordo com os valores finais obtidos, as cepas seriam aceitas na 

legislação internacional (FAO/WHO, 2002). 

Em estudo conduzido por Poletto et al. (2019), a espécie L. acidophilus 

sofreu perda de aproximadamente 7 ciclos logarítmicos ao final da simulação 

gastrointestinal. A mesma pesquisa encapsulou as células bacterianas em três 

tipos de matrizes diferentes, obtendo resultados dentro dos padrões legais 

internacionais.  

Em experimentação com mousses simbióticos, a associação inulina-fruto-

oligossacarídeo habilitou o L. acidophilus a resistir mais efetivamente ao trânsito 

intestinal simulado (BURITI; CASTRO; SAAD, 2010). O mesmo se deu com a cepa 

L. acidophilus DSM 20079, conforme relato de Nazzarro et al (2012), na adição de 

inulina e pectina. Já L. acidophilus ATCC 4356 não sofreu interferência positiva ou 

negativa relacionada à presença de FOS e de GOS na concentração de 3% dessas 

fibras (NUNPAN; SUWANNACHART; WAYAKANON, 2019). 

O FOS em combinação com outras fibras (como pectina, inulina, manitol e 

maltodextrina) pode aumentar o numero de probióticos em leite de soja (YEO; 

LIONG, 2009). A combinação de FOS com proteína de soro de leite mostrou-se 

também como uma opção na preservação de lactobacilos (L. casei e L. 

acidophilus), mesmo passando pelo processo de liofilização (MASSOUNGA et al., 

2018). Liao et al. (2018) conduziram um estudo com quatro tipos de 

oligossacarídeos, incluindo FOS. As fibras foram empregadas como agentes 

encapsulantes. Todas as composições aumentaram a viabilidade e conferiram 

maior resistência à passagem do sistema gastrointestinal mimetizado. 

O efeito protetor de um prebiótico parece ser também dependente da cepa 
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microbiana envolvida. Guedes et al. (2019) identificaram resultados diferenciados, 

de acordo com a bactéria testada. Contudo, concluíram que o β-glucano é capaz 

de aumentar a viabilidade de probióticos, inclusive no processo digestivo. 

 

6.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 Para os testes utilizou-se o líquido metabólico, desprezando a porção celular 

da cultura de cada Lactobacillus spp. O objetivo foi verificar se alguma das cepas 

produz compostos com ação antioxidante. 

Nenhuma das bactérias testadas apresentou atividade antioxidante 

relevante. De acordo com Li et al (2012), diferentes comportamentos são 

observados entre as espécies, havendo de grande à insignificante atividade. Estes 

autores observaram que a concentração do inóculo pode interferir na quantificação 

da ação antioxidante das bactérias. A quantidade de células ativas, possivelmente, 

é diretamente proporcional à intensidade do potencial antioxidante. No nosso 

trabalho não foram realizadas contagens celulares antes do teste. 

No presente estudo, após análise espectrofotométrica, o meio de cultura 

MRS caldo reagiu positivamente, o que dificultou nossas leituras dos líquidos 

metabólicos de L. rhamnosus, L. casei e L. acidophilus. Os testes foram repetidos 

utilizando outro meio de cultura (leite desnatado 10%), contudo, a leitura não pôde 

ser realizada, devido à precipitação das proteínas que reagiram com os solventes 

dos métodos de avaliação antioxidante.  

 

6.8 SUCO DE ABACAXI COM POTENCIAL SIMBIÓTICO 

 O suco de abacaxi elaborado possui valor energético de 56,97 Kcal/100 ml. 

Os valores médios de obtidos da composição centesimal foram: 90,9% (±1,0) de 

umidade, 1 g (±0,01) de açúcares redutores, 5 g (±0,1) açúcares não redutores, 6 

g (±0,1) de açúcares totais, 7,95 g (±0,012) de proteínas, 0,03 (±0,01) de lipídeos e 

0,13 g (±0,001) de cinzas. 

 Baseado nos resultados dos itens 6.2 e 6.5, obtidos in vitro, a concentração 

de fruto-oligossacarídeo utilizada foi de 1,5% para a elaboração do suco.  O suco 

de abacaxi com potencial simbiótico foi avaliado nos dias 01 (dia de sua confecção), 

03, 07 e 14. Foi produzido também o suco controle, sem FOS e sem L. casei. 



65 
 

6.8.1 Avaliação físico-química do suco 

A Tabela 8 apresenta os valores referentes aos parâmetros físico-químicos 

obtidos durante armazenamento do suco sob refrigeração (4±1°C). Na mensuração 

do pH não foi detectada nenhuma diferença significante no controle. Contudo, 

observou-se variação estatística entre o dia 01 e o dia 03 no suco com L. casei e 

FOS 1,5%. Comparando o controle com a amostra estudada, houve diferença 

significativa apenas a partir do sétimo dia de armazenamento, com discreto 

aumento do pH ao final do décimo quarto dia. Os dados apontam baixa atividade 

metabólica do microrganismo durante o tempo avaliado (CHAMPAGNE; 

GARDNER, 2008). 

 

Tabela 9 – Resultado das análises físico-químicas obtidos durante estocagem do suco de abacaxi. 

Parâmetro Dia de armazenamento Controle 
Suco com L. 
casei e FOS 

pH 

01 3,54 (±0,11) Aa  3,33 (±0,10) Ac 

03 3,47 (±0,08) Aa 3,51 (±0,09) Ab 

07 3,59 (±0,06) Aa 3,62 (±0,05) Ba 

14 3,52 (±0,02) Ba 3,70 (±0,01) Aa 

    

Acidez total titulável 
(g. ác. cítrico/100g) 

01 0,35 (±0,01) Aa 0,35 (±0,01) Aa 

03 0,35 (±0,01) Aa 0,34 (±0,01) Ba 

07 0,31 (±0,01) Ab 0,29 (±0,00) Ab 

14 0,32 (±0,01) Ab 0,22 (±0,01) Bc 

    

Sólidos solúveis 
(°Brix) 

01 9,31 (±0,03) Aa 9,37 (±0,03) Aa 

03 9,23 (±0,04) Aa 9,17 (±0,06) Ab 

07 9,18 (±0,02) Ab 9,02 (±0,02) Bc 

14 9,07 (±0,06) Ab 8,50 (±0,02) Bd 

Valores (médias ± desvio padrão) com letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente entre si. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

 Quanto à acidez titulável também houve pequena variação ao longo do 



66 
 

tempo na amostra controle. No suco formulado nesta pesquisa, a acidez titulável 

decresceu, em paralelo ao achado no pH. De acordo com Pereira e Rodrigues 

(2018), espera-se que os Lactobacillus promovam o aumento da acidez do suco, 

graças à produção de ácido lático, natural ao seu metabolismo.  

 Ao contrário do presente estudo, Zhu et al. (2020) reportam aumento do teor 

de ácidos detectáveis por titulação e redução do valor de pH em sucos de tomate 

e laranja contendo Lactobacillus sanfranciscensis. O mesmo padrão é reproduzido 

em suco de maçã contendo L. plantarum (ROBERTS et al., 2018). Já Zhang e 

colaboradores (2020), embora descrevam redução do pH ao longo do período 

avaliado em seu estudo, também indicam um pequeno aumento de pH ao final de 

seu teste de 72 h com suco de amora com cocultura de L. plantarum e 

Saccharomyces cerevisiae. 

 O controle apresentou menor alteração do teor de sólidos solúveis totais do 

que a amostra produzida com L. casei e FOS. O suco com potencial simbiótico 

sofreu redução significativa (p < 0,05) a cada tempo avaliado, indicando que houve 

consumo dos açúcares por parte dos microrganismos. Semelhantes resultados são 

relatados por Lu et al. (2018) e Dhillon et al. (2021), em suco de carambola e 

manga, respectivamente. 

 

6.8.2 Viabilidade de L. casei no suco 

 Observa-se na Figura 6 uma multiplicação celular durante os 14 dias de 

armazenamento. Um total de 9,30 (±0,30) log de células viáveis foi adicionado no 

primeiro dia de avaliação. Ao terceiro dia percebeu-se um aumento significativo do 

L. casei. Nos dias 03, 07 e 14 foram contabilizados 10,21 (±0,28), 10,44 (±0,12) e 

10,76 (±0,25) ciclos logarítmicos, respectivamente.  
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Figura 6 – Contagem de células viáveis de L. casei ATCC 334 em 14 dias de armazenamento 

refrigerado. 

 

 

 Estes achados suportam a redução do teor de sólidos solúveis totais, 

descrita no item anterior, evidenciando o consumo de açúcares para promover a 

multiplicação de microrganismos no suco de abacaxi. Contudo, normalmente 

espera-se que o metabolismo bacteriano impacte proporcionalmente no pH, 

tornando o ambiente mais ácido. 

 Trabalhando com suco de tomate, Yoon et al. (2004) também perceberam 

que a quantidade de açúcares diminuiu ao passo que a contagem de células viáveis 

de L. casei aumentou. Da mesma forma se comportaram L. paracasei, L. helveticus 

e L. rhamnosus em suco de carambola (Lu et al. 2020): o número de células viáveis 

inversamente proporcional ao teor de sólidos solúveis durante o seu experimento 

de 8 dias. O mesmo padrão encontra-se no relato de Fonteles et al. (2012), 

conduzindo experimento com suco de melão e L. casei NRRL B-442.  

 Como sempre frisado neste estudo, a característica de cepa-dependência 

não permite extrapolar os resultados para todas as espécies de Lactobacillus. 

Embora citados diferentes estudos acima, onde houve multiplicação bacteriana nos 

respectivos sucos, há dados que apontam queda no número de células viáveis em 

diferentes matrizes, como suco de cereja (L. plantarum, L. casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus) (RICCI et al., 2019), manga (L. acidophilus) (DHILLON et al., 2021), 

tomate, laranja e maçã (L. sanfranciscensis) (ZHU et al., 2020). 
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 O suco de abacaxi suplementado com L. casei sofreu redução significativa 

(p < 0,05) na viabilidade celular no trabalho de Ghafari e Ansari (2018). As perdas 

foram minimizadas com a adição de inulina, que, assim como o FOS de nosso 

estudo, desempenhou efeito protetor sobre as bactérias. Mesmo com a fibra os 

autores destacam as perdas estatisticamente significantes aos 28 dias de 

armazenamento. 

 De forma similar descrevem Sheehan, Ross e Fitzgerald (2007) com a cepa 

L. casei DN-114 001. Nesse experimento de 12 semanas os autores referiram uma 

queda lenta, porém crescente, das contagens de células. Outras espécies (L. 

salivarus, L. paracasei, rhamnosus) testadas nesse mesmo estudo apresentaram 

mesmo comportamento. 

Nguyen et al. (2019) registraram queda no número de L. acidophilus após 

três meses de experimentação em suco de abacaxi, contudo, com valores ainda 

aceitos por legislação internacional, declarando que esse fruto é um bom substrato 

para veículo de probióticos. 

 Pesquisando a viabilidade de L. plantarum e L. fermentum, Hossain et al. 

(2020) notaram padrão parecido aos já aqui descritos. Segundo estes autores, 

entre a cultura celular inicial e o sétimo dia, houve aumento expressivo na contagem 

celular.  Porém a partir da segunda semana a viabilidade bacteriana é reduzida. Os 

valores encontrados também estão acima do recomendado pela OMS, 

caracterizando o suco como probiótico. 

 Semelhante à presente pesquisa, os probióticos se multiplicaram no suco de 

abacaxi elaborado por Islam e colaboradores (2021), com ganho de 0,68 logs. Os 

pesquisadores observaram variação na viabilidade celular após digestão in vitro, 

com redução nos dias avaliados.  

 

6.8.3 Viabilidade de L. casei no suco em simulação do trato gastrointestinal 

 Para que o microrganismo consiga desempenhar as funções probióticas no 

sítio-alvo, ou seja, o intestino grosso, é necessário que o mesmo sobreviva às 

condições adversas do processo de digestão, incluindo as variações de pH e as 

enzimas digestivas (VEMURI et al., 2018). 

 Além da contagem celular, neste trabalho houve a preocupação de se 
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verificar a sobrevivência das células de Lactobacillus casei ATCC 334 à digestão in 

vitro também durante a vida de prateleira do suco. Isso permite fechar a conclusão 

sobre a possibilidade de emprego do produto como um alimento funcional. Os 

resultados estão elencados na Tabela 9. 

 

Tabela 10 – Viabilidade do L. casei durante simulação do trato gastrointestinal ao longo do 

armazenamento do suco de abacaxi com potencial simbiótico. 

Armazenamento 
Tempo (min) 

0 60 120 240 

                                     log UFC/ml 

Dia 0 9,30 (±0,30)Ab 7,51 (±0,02)Ba 7,54 (±0,05)Ba 0,00 (±0,00)Cb 

Dia 3 10,21 (±0,28)Aa 5,54 (±0,28)Bb 6,37 (±0,14)Bb 5,32 (±0,73)Ba 

Dia 7 10,44 (±0,12)Aa 4,33 (±0,58)Bc 4,65 (±0,75)Bc 0,00 (±0,00)Cb 

Dia 14 10,76 (±0,25)Aa 6,26 (±0,24)Cb 6,67 (±0,17)Ba 0,00 (±0,00)Db 

Valores (médias ± desvio padrão) com letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente entre si. Anova One-Way e teste de Tukey. 

 

 Embora tenha ocorrido multiplicação do L. casei no suco de abacaxi 

adicionado de FOS durante todo o período de armazenamento refrigerado, 

percebeu-se que houve dano celular expressivo, a ponto de comprometer sua 

resistência à digestão in vitro. 

 Conforme registro da Tabela 9, no primeiro dia de análise (2h após a inclusão 

da suspensão bacteriana no suco), a partir dos 60 minutos de simulação 

gastrointestinal já se notou redução estatisticamente significante (p < 0,05), quando 

comparada à contagem inicial. Na etapa correspondente à fase intestinal da 

digestão, não houve crescimento de nenhuma colônia, indicando a morte 

bacteriana aos 240 minutos de teste. 

 No terceiro dia de armazenamento, acompanhado do consumo de sólidos 

solúveis e do aumento do número de células viáveis, ocorreu crescimento 

quantitativo significante. Entretanto, esse aumento de bactérias viáveis não 
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garantiu resultados satisfatórios ao final da simulação. Ainda na fase gástrica 

contabilizou-se perda de 4,67 logs de células e apenas 5,32 (±0,73) logs foram 

recuperados ao final do experimento. A partir do Dia 07 não foi mais possível 

detectar alguma formação de colônia na etapa correspondente à absorção 

intestinal. 

 À primeira vista, focando apenas nos números da viabilidade, seria possível 

afirmar que o suco de abacaxi formulado, adicionado de 10% de L. casei ATCC 334 

e 1,5% de FOS, é um excelente produto simbiótico. Todavia, tal alegação só 

poderia encontrar respaldo científico se as bactérias chegassem em quantidade 

viável ao intestino do consumidor (VEMURI et al., 2018). 

 Padrão similar ao descrito nesta pesquisa é descrito por Campos et al. 

(2018) em suco de abacaxi com juçara. Os autores descrevem um aumento na 

viabilidade de seu suco fermentado por L. rhamnosus GG, mas com baixa 

recuperação após simulação da digestão in vitro. 

 O mesmo ocorre com L. casei BGP93, também em blend composto de 

juçara, banana e morango: alta viabilidade durante o armazenamento, porém 

contagens inferiores à quantidade mínima capaz de exercer ação probiótica, após 

passar pelas condições gastrointestinais in vitro (RIBEIRO et al., 2020). 

 Já o L. acidophilus NIAI L-54 presente em blend de abacaxi com soro de leite 

permaneceu com excelente preservação na investigação de Islam et al. (2021) em 

ambiente gastrointestinal simulado. O mesmo descreve Ribeiro e colaboradores 

(2020) com L. acidophilus NRRL B-4495 em suco de cajá, bem como Farias et al. 

(2016) sobre L. rhamnosus ATCC 7469 em suco de maracujá fermentado.  

 Zhu et al. (2020) utilizaram L. sanfranciscensis em três diferentes sucos de 

frutas (maçã, laranja e tomate) e observaram que o comportamento da bactéria 

diferiu em relação à composição da bebida. Os autores constataram que o suco de 

laranja promoveu maior viabilidade, entretanto, assim como na presente pesquisa, 

o microrganismo não apresentou taxa de sobrevivência satisfatória, tanto na etapa 

gástrica como na entérica. 

 Ao longo de 28 dias, Cunha Júnior et al. (2021) acompanharam o 

desempenho de L. casei 01® em bebida fermentada de castanha-do-Brasil 

adicionada de inulina. Embora a viabilidade do microrganismo tenha permanecido 
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elevada, os dados da simulação gastrointestinal apontam uma acentuada perda 

numérica.  

 A faixa de pH ótima para o L. casei varia em torno de 4,0 a 5,5, com diversas 

espécies que se desenvolvem melhor em ambiente neutrófilo (VAN DE GUCHTE 

et al., 2002). O suco de abacaxi elaborado nessa investigação possuiu uma média 

de 3,53. O ambiente ácido pode ter favorecido a autólise das células microbianas, 

pois após a exposição ao suco observou-se redução na resistência à digestão in 

vitro (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007). Outro fator a ser considerado é o 

conteúdo de compostos fenólicos do abacaxi com ação antimicrobiana, que podem 

ter fragilizado a membrana celular do lactobacilo (ISLAM et al., 2021). Ranadheera 

et al. (2010) indica que há necessidade de se estudar a interação do microrganismo 

selecionado com a matriz alimentar em que ele pretende ser veiculado. 

 De acordo com Lorea e Valdez (2001), um ambiente acidificado proporciona 

maior resistência às células de probióticos. Contudo, esta afirmativa não pode ser 

aplicada a todas as espécies, visto que cada cepa possui propriedades e 

comportamentos particulares.  

A literatura aponta que os ácidos presentes na matriz alimentar (neste caso, 

o suco de abacaxi) podem penetrar a membrana celular passivamente, se 

dissociando em prótons e acumulando-se no interior da célula. Esse acúmulo 

fomenta a redução do pH citoplasmático, prejudicando proteínas e até mesmo o 

DNA da bactéria (VAN DE GUCHTE et al., 2002). Mas de acordo com Manthipa e 

Thantsha (2015) é possível robustecer as células através de preparo in vitro, que 

consiste em um estresse pré-adaptativo às condições gastrointestinais.   

 Associado ao estresse ácido, a pepsina tem a capacidade de quebrar as 

cadeias peptídicas entre os aminoácidos presentes na membrana celular dos 

probióticos, levando à sua ruptura (CHAMPAGNE; GARNER et al., 2008; ZHU et 

al., 2020).  

 Conforme mencionado anteriormente, as bactérias ácido-láticas, em sua 

maioria, têm tropismo por ambientes anaeróbios. Dave e Shah (1997) detectaram 

maior viabilidade de L. acidophilus em iogurte com menor concentração de oxigênio 

dissolvido. Durante a moagem do fruto na fabricação do suco pode ocorrer 

incorporação de oxigênio. Em determinadas atmosferas de O2 é possível observar 
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alterações metabólicas nesses microrganismos, inclusive até mesmo modificações 

em seu formato (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2003). 

 Uma forma de possibilitar o aumento da recuperação das células após 

simulação gastrointestinal é através da fermentação do suco. Contudo, o uso da 

fermentação implica em alteração das características organolépticas, que pode 

comprometer a aceitabilidade por parte do consumidor (ANDRADE et al., 2019). 

 Embora sejam conhecidos efeitos benéficos provocados por fragmentos de 

células mortas, células inativas e seus metabólitos (CUNHA JÚNIOR et al., 2021), 

é preciso lançar mão de ferramentas que propiciem a viabilidade do L. casei em 

digestão simulada ao longo de todo o período de armazenamento do suco de 

abacaxi adicionado de fruto-oligossacarídeo. A encapsulação e a co-encapsulação 

com o FOS (isto é, encapsulação da bactéria + a fibra) podem ser alternativas 

viáveis para a indústria. A suplementação com vitaminas e a exposição a estresse 

pré-adaptativo também são possibilidades a serem exploradas (ŽUNTAR et al., 

2020) 

 Para a elaboração de uma bebida simbiótica, com efeitos funcionais ao 

organismo hospedeiro, é necessário encontrar uma cepa adequada, resistente ao 

processamento do suco, à sua composição à vida de prateleira e ao trânsito 

gastrointestinal. Embora não abordado neste trabalho, é preciso que haja também 

testes para avaliação dos atributos sensoriais de qualidade antes de ser lançado 

ao mercado. Os dados obtidos no presente estudo são de grande importância 

científica e industrial, corroborando que as características de funcionalidade são 

cepa-dependentes. Dessa forma são criadas oportunidades para mais pesquisas 

que visem garantir o fornecimento adequado de probióticos aos consumidores. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Dos três microrganismos considerados neste estudo a cepa de Lactobacillus 

casei ATCC 334 apresentou melhor viabilidade na presença de 1,5% de fruto-

oligossacarídeo, inclusive em ambiente gastrointestinal simulado. Conforme 

observado, a associação com o prebiótico pode melhorar o desempenho do 

microrganismo in vitro. 

Não se verificou atividade antimicrobiana nem antioxidante em nenhuma das 

cepas avaliadas, contudo, todas as espécies são capazes de produzir amilase, 

protease, lipase e celulase, que são enzimas de interesse industrial e de grande 

valor econômico. De forma geral, todas as bactérias são seguras à saúde humana 

nos parâmetros testados. 

O suco de abacaxi é um substrato que favorece a multiplicação do L. casei, 

mas este crescimento numérico não é acompanhado de resistência ao trato 

gastrointestinal. Compostos antimicrobianos intrínsecos da fruta, teor de oxigênio 

ou pH ácido fragilizam a cepa e levam à sua morte na fase entérica. Faz-se 

necessário aprofundamento nesta questão, a fim de viabilizar a comercialização do 

suco com potencial simbiótico. 

  Com os dados coletados dentro dessa linha de pesquisa foi possível a 

publicação do manuscrito intitulado “Viabilities of Lactobacillus rhamnosus ASCC 

290 and Lactobacillus casei ATCC 334 (in free form or encapsulated with calcium 

alginate-chitosan) in yellow mombin ice cream” na revista LWT (Apêndice A). 

Também houve divulgação através do capítulo “Alimentos simbióticos: uso da 

coencapsulação como forma de veiculação de probióticos e prebióticos”, no livro 

Avanços em Ciência e Tecnologia de Alimentos (Apêndice B). Outros dois artigos 

seguem em produção. 
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