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RESUMO

Este trabalho avaliou a 
interferência do estresse subletal 
em pH ácido na sobrevivência de 
Lactobacillus rhamnosus  GG em 
suco misto de juçara e manga com pH 
ajustado para 3,0 e 3,5 e a resistência 
desta bactéria ao trato gastrointestinal 
simulado in vitro durante 28 dias de 
armazenamento a 6,0 °C. O estresse 
ácido previamente aplicado nas 
células de L. rhamnosus GG não 
aumentou sua resistência ao trato 
gastrointestinal simulado in vitro 
e a bactéria apresentou viabilidade 
mínima de 3,89 Log UFC/mL após 
a passagem pela fase entérica II. Os 
tratamentos utilizados, bem como 
o tempo de armazenamento, não 
influenciaram (p>0,05) na viabilidade 
de L. rhamnosus GG. Portanto, o 
estresse ácido subletal aplicado não 
se mostrou eficaz no aumento da 

sobrevivência da bactéria até 28 dias 
de armazenamento, mas a mesma 
apresentou boa sobrevivência no 
suco em pH ácido, mesmo quando 
não submetida ao estresse prévio em 
pH 4,0 por 1 hora a 37 °C.

Palavras-chave: Probiótico. 
Estresse subletal. Ensaio in vitro.

ABSTRACT

This work evaluated the interfer-
ence of sublethal stress at acidic 
pH in the survival of Lactobacil-
lus rhamnosus GG in mixed jussara 
and mango juice with pH adjusted 
to 3,0 and 3,5, and the resistance of 
this bacterium to the gastrointestinal 
tract simulated in vitro during 28 
days of storage at 6.0 °C. The acid 
stress previously applied to the cells 
of L. rhamnosus GG did not increase 
its resistance to the simulated gas-
trointestinal tract in vitro and the 

bacterium had a minimum viability 
of 3.89 Log CFU/mL after passage 
through the enteric phase II. The 
treatments used, as well as the stor-
age time, did not influence (p>0.05) 
the viability of L. rhamnosus GG. 
Therefore, the sublethal acid stress 
applied was not effective in increas-
ing the survival of the bacteria until 
28 days of storage, but it presented 
good survival in the juice at acid pH, 
even when not submitted to previous 
stress at pH 4.0 per 1 hour at 37 °C.

Keywords: Probiotic. Sublethal 
stress. In vitro assay.

INTRODUÇÃO

Martins et al. (2013), ao revisarem 
estudos relacionados às matrizes ali-
mentares probióticas à base de fru-
tas, afirmaram que os consumidores 
estão mais conscientes e preocupa-
dos com o estilo de vida, buscando 
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o consumo de alimentos que pro-
movam a saúde e bem-estar, como 
produtos funcionais probióticos. 
Produtos lácteos fermentados são 
boas matrizes veiculadoras de pro-
bióticos, mas o consumo desses pro-
dutos é limitado devido ao crescente 
vegetarianismo e ao grande número 
de indivíduos que são intolerantes 
à lactose, alérgicos às proteínas do 
leite ou adeptos de dietas para con-
trole do colesterol (MARTINS et al., 
2015). Além disso, os consumidores 
têm interesse em bebidas funcionais 
a base de suco de frutas preparados 
com probióticos, porque oferecem 
sabores variados, são atraentes para 
todas as faixas etárias e são perce-
bidos como saudáveis e refrescan-
tes, em contraste com os alimentos 
lácteos (ESPIRITO SANTO et al., 
2011).

Os sucos de frutas integrais são 
ricos em nutrientes, vitaminas e mi-
nerais e, geralmente, possuem menor 
valor energético que as bebidas açu-
caradas, como refrigerantes e nécta-
res. Diversas frutas e hortaliças po-
dem ser usadas em sua composição, 
inclusive em sucos mistos, de forma 
a reunir os benefícios de cada ingre-
diente e melhorar a palatabilidade e 
as características sensoriais do pro-
duto. Assim, a juçara é um fruto pro-
missor para a utilização em sucos, 
devido, principalmente, ao seu ele-
vado teor de antocianinas e elevada 
capacidade antioxidante (BORGES 
et al, 2013; SCHULZ et al., 2015; 
PERON, FRAGA, ANTELO, 2017) 
e em combinação com manga repre-
senta uma ótima associação (MO-
REIRA et al., 2017). 

Sucos de frutas oferecem vanta-
gens para veiculação de probióticos, 
pois são fonte de nutrientes e elimi-
nam a necessidade do uso de cultura 
starter, não ocorrendo assim com-
petição por nutrientes entre os mi-
cro-organismos, e, geralmente, são 
adicionados de acidulantes que po-
dem aumentar o prazo de validade, 

além de proporcionar um ambiente 
com baixo potencial de oxirredução, 
que é melhor para culturas probió-
ticas. Os sucos são ricos em açúca-
res que suportam a multiplicação de 
probióticos e ficam menos tempo no 
estômago, ocorrendo menor tempo 
de exposição dos probióticos às con-
dições ácidas deste órgão (DING; 
SHAH, 2008). Assim, neste trabalho 
objetivou-se avaliar a eficiência de 
suco de juçara e manga na veicula-
ção de Lactobacillus rhamnosus GG 
ao trato gastrointestinal humano si-
mulado por ensaio in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS

Previamente à elaboração dos su-
cos, as polpas foram descongeladas 
a 4,0 °C e pesou-se 70 g de polpa de 
juçara, 30 g de polpa de manga e 7 
g de sacarose. As polpas descongela-
das e o açúcar foram misturados, ob-
tendo-se o suco misto e então pros-
seguiu-se com o ajuste do pH para 
3,0 ou 3,5, utilizando-se ácido cítrico 
PA. Após acidificação, o suco misto 
obtido foi envasado em frascos esté-
reis e aplicou-se o tratamento térmi-
co de pasteurização em banho-maria 
a 82 °C por 1 minuto, sendo utilizado 
como controle um frasco contendo o 
suco e termômetro para checagem da 
temperatura. Em seguida, foi realiza-
do o resfriamento em banho de gelo 
a 2,0 °C até a temperatura ambiente 
e o produto foi armazenado a 6,0 °C 
(MOREIRA et al., 2017).

Paralelamente, quatro frascos con-
tendo 200 mL de caldo deMan Rogo-
sa Sharpe (MRS) foram adicionados 
de uma cápsula (Culturelle®) conten-
do 1010 células de L. rhamnosus GG 
e incubados em jarra de anaerobiose 
por 18 horas a 37 °C. Posteriormen-
te, foram centrifugados a 8500 rpm, 
5 ºC, 15 minutos e novamente res-
suspendidos em caldo MRS, sendo 
dois frascos não acidificados para 
pH 4,0 (tratamento controle) e dois 
acidificados para pH 4,0 (tratamento 

de estresse ácido subletal). Os fras-
cos foram incubados em jarra de 
anaerobiose por 1 hora a 37 °C. Em 
seguida, o caldo MRS foi removido 
dos frascos por centrifugação a 8500 
rpm, 5 ºC, 15 minutos e o pellet de 
células obtido foi adicionado em 200 
mL de suco misto de juçara e manga 
recém-preparado com pH ajustado 
para 3,0 ou 3,5, para se obter, aproxi-
madamente, 108 UFC de L. rhamno-
sus GG por mililitro de suco.

A contagem de L. rhamnosus GG 
nas amostras foi obtida por plaquea-
mento em profundidade de 1 mL dos 
sucos em ágar MRS (RICHTER; 
VEDAMUTHU, 2001). As placas 
de Petri foram incubadas em jarras 
de anaerobiose a 37 °C por 72 ho-
ras. Após a incubação, foi realizada 
a contagem padrão das placas para se 
determinar a população da bactéria 
no produto.  

A avaliação da resistência gas-
trointestinal de L. rhamnosus GG foi 
conduzida empregando-se um mo-
delo in vitro, por meio da simulação 
dos sucos gástrico e entérico de acor-
do com metodologia proposta Beda-
ni; Rossi; Saad (2013). Nos tempos 0 
(após inoculação) e aos 14 e 28 dias 
de armazenamento a 6,0 ºC, alíquo-
tas de 10 mL da diluição 10-1 dos su-
cos processados, foram transferidas 
em triplicata para 3 frascos estéreis 
de 100 mL e o pH dos mesmos foi 
ajustado para 2,0 - 2,5 com HCl 1 
N. Em seguida, adicionou-se pepsi-
na proveniente da mucosa gástrica 
de suíno (Sigma-Aldrich) e lipase 
(Amano lipase G) isolada de Peni-
cillium camemberti (Sigma-Aldrich) 
para alcançar uma concentração de 
3 g/L e 0,9 mg/L, respectivamente. 
Incubou-se os frascos a 37 ºC por 2 
horas sob agitação a 150 rpm. Após 
2 horas, para simulação da condição 
entérica I, o pH foi aumentado para 
4,5 - 5,0 utilizando-se uma solução 
alcalina pH 12,0 (150 mL de NaOH 1 
mol/ L; 14 g de NaH2PO4.2H2O) con-
tendo bile bovina (Sigma-Aldrich) e 
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pancreatina proveniente de pân-
creas de suíno (Sigma-Aldrich) na 
proporção de concentração de 10 
g/L e de 1 g/L, respectivamente. Os 
frascos foram reincubados a 37 ºC 
por 2 horas sob agitação.

Decorridas 4 horas de ensaio, 
simulou-se a fase entérica II. Para 
tanto, o pH foi elevado para 6,5 - 
7,0 usando a mesma solução alca-
lina com bile bovina e pancreatina, 
que foram adicionadas a fim de 
manter a concentração de 10 g/L e 
1 g/L, respectivamente. Novamente 
as amostras foram incubadas a 37 
ºC durante 2 horas sob agitação, to-
talizando 6 horas de ensaio. Ao tér-
mino de cada fase (2 horas, 4 horas 
e 6 horas), alíquotas de 1 mL foram 
retiradas e submetidas a diluições 
seriadas em solução salina esté-
ril (0,85% de NaCl). As diluições 
foram plaqueadas em ágar MRS e 
após o tempo de incubação proce-
deu-se com a contagem das placas.

A contagem de L. rhamnosus GG 
nos sucos foi avaliada utilizando 
delineamento inteiramente casua-
lizado - DIC com esquema fatorial 
duplo (4x3), sendo 4 sucos (suco 
com pH 3,0 em que L. rhamnosus 
GG não passou pelo estresse sub-
letal prévio em pH 4,0; suco com 
pH 3,0 em que L. rhamnosus GG 
passou pelo estresse subletal prévio 
em pH 4,0; suco com pH 3,5 em 
que L. rhamnosus GG não passou 
pelo estresse subletal prévio em pH 
4,0 e suco com pH 3,5 em que L. 
rhamnosus GG passou pelo estres-
se subletal prévio em pH 4,0) e 3 

tempos de análise (0, 14 e 28 dias).
A resistência gastrointestinal si-

mulada in vitro também foi avalia-
da utilizando DIC em esquema fa-
torial triplo (4x3x3), sendo quatro 
tratamentos: suco C3 (suco com pH 
3,0 em que L. rhamnosus GG não 
passou pelo estresse subletal pré-
vio em pH 4,0), suco E3 (suco com 
pH 3,0 em que L. rhamnosus GG 
passou pelo estresse subletal prévio 
em pH 4,0), suco C3,5 (suco com 
pH 3,5 em que L. rhamnosus GG 
não passou pelo estresse subletal 
prévio em pH 4,0), suco E3,5 (suco 
com pH 3,5 em que L. rhamnosus 
GG passou pelo estresse subletal 
prévio em pH 4,0), três fases (gás-
trica, entérica I e entérica II) e três 
tempos de armazenamento (0 e 14 
e 28 dias).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Constatou-se que a contagem de 
L. rhamnosus GG nos sucos mistos 
foi superior a 7,91 Log UFC/mL 
logo após o processamento e du-
rante o armazenamento a 6,0 °C por 
28 dias (Tabela 1). Os tratamentos 
utilizados, bem como o tempo de 
armazenamento, não influenciaram 
(p>0,05) a viabilidade de L. rham-
nosus GG (Tabela 1), portanto, o 
estresse ácido subletal aplicado 
não se mostrou eficaz no aumento 
da sobrevivência da bactéria até 
28 dias de armazenamento, uma 
vez que a mesma apresentou boa 
sobrevivência no suco em pH áci-
do, mesmo quando não submetida 

ao estresse prévio em pH 4,0 por 1 
hora a 37 °C.

A legislação brasileira (BRASIL, 
2008) determina que um alimento 
pode ser considerado probiótico 
quando apresenta no mínimo 108 
UFC na porção. Considerando uma 
porção de 100 mL, os sucos obtidos 
apresentariam em média 1010 UFC 
de L. rhamnosus GG, podendo ser 
considerados veículos promissores 
dessa bactéria (Tabela 1).

A viabilidade dos lactobacilos 
pode ser influenciada por alguns 
fatores, como gênero, espécie e 
estirpe da bactéria, matriz alimen-
tícia, acidez, conteúdo de carboi-
dratos, oxigênio, fontes de nitro-
gênio, disponibilidade de minerais 
e atividade de água, condições de 
processamento e armazenamento 
(tempo, temperatura) e possíveis 
interações dos probióticos com ou-
tros micro-organismos (ESPÍRITO 
SANTO et al., 2011).  Assim, os 
produtos obtidos e as condições de 
armazenamento foram eficientes 
para garantir a manutenção de L. 
rhamnosus GG até 28 dias após o 
processamento (Tabela 1).

No ensaio in vitro, os fatores tra-
tamento, fases e tempo foram signi-
ficativos (p<0,05), assim como as 
interações entre dois fatores (trata-
mento x fases, tratamento x tempo, 
fases x tempo). No entanto, a inte-
ração entre os três fatores (tratamen-
to x tempo x fases) não foi significa-
tiva (p>0,05).

Logo após o processamento dos 
sucos (tempo 0), L. rhamnosus GG 

Tabela 1 - Médias das contagens (Log de UFC/mL) de L. rhamnosus GG.

Tempo (dias)
Tratamentos

Controle pH 3,0 Estresse pH 3,0 Controle pH 3,5 Estresse pH 3,5

0 8,63 ± 0,25 8,19 ± 0,27 8,57 ± 0,06 8,49 ± 0,27

14 8,31 ± 0,36 8,37 ± 0,23 8,35 ± 0,33 8,43 ± 0,43

28 8,31 ± 0,39 7,91 ± 0,35 8,30 ± 0,23 8,40 ± 0,58
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Figura 1 - Resistência gastrointestinal simulada in vitro de L. rhamnosus GG submetido a estresse ácido subletal.

(C3): Tratamento controle pH 3,0 – suco ajustado para pH 3,0 inoculado com L. rhamnosus GG não submetido ao estresse 
ácido subletal em pH 4,0. (E3): Tratamento estresse pH 3,0 – suco ajustado para pH 3,0 inoculado com L. rhamnosus GG 
submetido ao estresse ácido subletal em pH 4,0. (C3,5): Tratamento controle pH 3,5 – suco ajustado para pH 3,5 inoculado 
com L. rhamnosus GG não submetido ao estresse ácido subletal em pH 4,0. (E3,5): Tratamento estresse pH 3,5 – suco 
ajustado para pH 3,5 inoculado com L. rhamnosus GG submetido ao estresse ácido subletal em pH 4,0. (FG): Fase gástrica; 
(FEI): Fase entérica I; (FEII): Fase entérica II. Barras verticais indicam o intervalo de confiança ao nível de 95%.

Figura 2 - Resistência gastrointestinal simulada de L. rhamnosus GG em cada fase da simulação in vitro.
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submetido ao estresse subletal pré-
vio em pH 4,0 e adicionado em suco 
misto com pH 3,0 (Figura 1).

Após a passagem no trato gas-
trointestinal simulado in vitro, os 
sucos dos tratamentos C3, E3, C3,5, 
e E3,5 apresentaram médias de 4,48; 
4,14; 3,92 e 3,89 Log UFC/mL, res-
pectivamente, e não diferiram entre 
si (p>0,05), de acordo com o teste de 
Tukey (Figura 2). Portanto, os sucos 
mistos desenvolvidos mostraram ser 
potenciais veículos de L. rhamnosus 
GG, por apresentarem boa sobrevi-
vência da bactéria probiótica ao tra-
to gastrointestinal simulado in vitro, 
uma vez que, ao ingerir uma porção 
de 100 mL dos sucos com pH ajusta-
do para 3,0, pelo menos 6,0 Log UFC 
estarão disponíveis para colonização 
intestinal. No entanto, não foi possí-
vel estabelecer uma relação entre o 
estresse subletal ácido previamente 
aplicado às células de L. rhamnosus 
GG e o aumento da resistência dessa 
bactéria ao trato gastrointestinal si-
mulado in vitro.

Diversas estirpes de lactobacilos 
inoculadas em suco de frutas misto 
foram estudadas quanto à resistên-
cia às condições gastrointestinais 
simuladas in vitro e a maioria de-
las apresentou viabilidade superior 
a 6,0 Log UFC/mL após 80 dias de 
armazenamento, com exceção de L. 
acidophilus LB2 e LB3, que apre-
sentaram contagem inferior a 2,0 
Log UFC/mL, sugerindo que a viabi-
lidade é dependente da estirpe e que 
L. rhamnosus é mais resistente do 
que L. acidophilus (CHAMPAGNE; 
GARDNER, 2008).

Oliveira et al. (2017), ao avalia-
rem resistência gastrointestinal in 
vitro de L. rhamnosus GG em suco 
de jabuticaba, verificaram que a con-
tagem da bactéria foi < 1,0 Log UFC/
mL estimado ao final da simulação, 
sugerindo a baixa resistência da es-
tirpe nessa matriz, valor este inferior 
ao encontrado neste estudo, indican-
do que suco misto de juçara e manga 

é uma melhor matriz carreadora de 
L. rhamnosus GG que suco de jabu-
ticaba.

CONCLUSÃO

Os sucos de juçara e manga apre-
sentaram viabilidade de L. rhamnosus 
GG no armazenamento a 6,0 °C supe-
rior a 7,9 Log UFC/mL, não havendo 
diferença entre os tratamentos, indi-
cando que o estresse ácido subletal 
previamente aplicado não exerceu 
efeito na sobrevivência da bactéria, 
nos produtos com pH ajustado para 
3,0 e 3,5. L. rhamnosus GG apresen-
tou boa resistência ao TGI simulado 
in vitro nos sucos e ao final de 28 dias 
possuía média em torno de 104 UFC/
mL da bactéria após passagem pelas 
fases gástrica, entérica I e entérica II, 
indicando que suco misto de juçara 
e manga é boa matriz para carrear L. 
rhamnosus GG, pois, de acordo com 
este ensaio, quando 100 mL do mes-
mo for ingerido, no mínimo 106 UFC 
da bactéria estarão viáveis no intes-
tino. Além disso, não foi observado 
efeito do estresse ácido subletal na 
resistência ao trato gastrointestinal 
simulado in vitro.
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PROGRAMA PROATIVO DA ECOLAB CONTROLA PRAGAS EM HOTÉIS E RESTAURANTES.

Recentemente, uma pesquisa divulgada pela Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo em parceria com o Instituto 
Butantan, prevê que um preocupante surto de Chikungunya poderá ocorrer no Brasil ao longo dos próximos dois anos. Essa doença é 
grave não apenas pelos seus sintomas, mas por suas possíveis sequelas, como a artrite crônica.

O mosquito Aedes aegypti, transmissor desta e de outras graves doenças (como a Zica, a Dengue, Febre Amarela, Malária e a Febre 
do Nilo), tornou-se um grande incômodo para hotéis, resorts e restaurantes, por conta das reclamações de clientes e queda nas reser-
vas, e, por isso, controlar sua proliferação virou uma necessidade dentro do negócio, buscando uma solução proativa e ambientalmente 
amigável, mais eficaz que o tradicional fumacê.

Para que esses estabelecimentos possam se prevenir deste possível surto, a Ecolab, comprometida em ajudar a tornar o mundo mais 
limpo, seguro e saudável, possui um programa científico para controle de mosquitos, que ajuda a reduzi-los das instalações em até 89%. 
É um programa rigoroso de três etapas, baseado em ciência, que se concentra na eliminação de locais de repouso e reprodução: 

 Inspeção: inspeção detalhada do local para identificar atividades atuais ou potenciais dos mosquitos, locais de reprodução e abrigo;

Prevenção: com o seu conhecimento sobre o comportamento e a biologia dos mosquitos, a empresa atua na prevenção, focando nos 
locais de reprodução com tratamentos que matam as larvas e evitam que se desenvolvam;

Proteção: proporciona tratamentos nos principais locais de concentração de mosquitos adultos e de pontos de alto risco.

 Com um plano personalizado desenvolvido pela Ecolab, com uma gama completa de métodos de tratamento eficazes e de impacto 
ambiental mínimo, os clientes receberão soluções inovadoras, fornecidas por especialistas em pragas, com protocolos de execução con-
sistentes para prevenir proativamente o risco desta e outras pragas. (Mais informações: Glauce Martins, Talquimy Comunicação, glauce.
martins@talquimy.com.br ; 11 – 3086.9896)


