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RESUMO 

AVALIAÇÃO DA SOBREVIVÊNCIA DE ESPOROS DE BACILLUS SPP. 
PROBIÓTICOS EM MATRIZES ALIMENTARES E SEUS EFEITOS À SAÚDE. 

O emprego de esporos probióticos de Bacillus é uma alternativa promissora para o 
desenvolvimento de novos alimentos probióticos, visto que micro-organismos probióticos dos 
gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium possuem baixa resistência a etapas do processamento 
de alimentos que são mais agressivos. Apesar disso, em nosso conhecimento não existem 
estudos sobre a aplicação de micro-organismos esporulados probióticos em alimentos no Brasil. 
O uso de matrizes alimentícias como carreadoras de probióticos são importantes, visto que seu 
consumo além de fornecer nutrientes, podem ser veículos para micro-organismos benéficos à 
saúde. O requeijão cremoso é um produto tipicamente brasileiro e de alto consumo, o que faz 
dele uma matriz promissora para inoculação de bactérias probióticas a fim de possibilitar 
ingestão contínua, propiciando maior viabilidade do probiótico e promover saúde.  Este 
trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de esporos probióticosem matrizes 
alimentícias (requeijão cremoso, suco de laranja e pão caseiro), no seu processamento e 
estocagem, e  frente às condições simuladas do trato gastrintestinal (TGI), assim como avaliar 
parâmetros de saúde de ratos Wistar alimentados com requeijão cremoso adicionado de esporos 
de Bacillus probiótico.  Além disso, fez-se uso da modelagem preditiva visando o entendimento 
da cinética de inativação de micro-organismos probióticos em condições simuladas dos fluidos 
gastrointestinais (estática e dinâmica). Os esporos probióticos de Bacillus apresentaram elevada 
sobrevivência (acima de 80%) quando comparadas às bactérias ácido láticas (BAL) probióticas, 
expostos as condições do TGI ao final da vida de prateleira dos alimentos testados, obtendo 
contagens acima de 6 log UFC/g ou mL do produto. A adição dos esporos de Bacillus 
probióticos na etapa de fusão do requeijão cremoso (90º/5 min) mostrou-se a mais apropriada, 
facilitando o processo tecnológico, mantendo boa viabilidade das cepas probióticas e evitando 
a recontaminação do produto final. Durante o processamento do requeijão cremoso, esporos 
probióticos de B. coagulans GBI-30 6086 apresentaram melhor sobrevivência durante todas as 
etapas do processamento do requeijão cremoso, exibindo populações acima de 6 log esporos/g  
ao longo da vida de prateleira do produto (45 dias a 6ºC). O consumo dessa matriz probiótica, 
por ratos sadios, não afetou a homeostase metabólica dos animais estudados, sem alterações 
nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e moleculares (estresse e antioxidante), indicando 
que esporos probióticos em estudo são seguros. Os dados das contagens das populações de 
micro-organismos probióticos expostos às diferentes valores de pH nas condições gástricas 
simuladas foram modulados em um modelo cinético de inativação log linear com cauda. Os 
esporos dos Bacillus probióticos mantiveram–se estáveis durante toda a digestão, mostrando 
uma boa resistência às soluções do trato gastrintestinal, não gerando modelo matemático. A 
avaliação dos parâmetros de inativação para  L. paracasei PXN 37 foi significativo em pH 1 
(R2>0,90), onde apresentou contagens de células viáveis baixas (aproximadamente 1 ciclo log 
UFC/g ou mL), no suco de laranja e no requeijão cremoso. Dessa maneira, o emprego de 
esporos probióticos de Bacillus spp. inoculados em alimentos deve ser mais explorado, 
possibilitando a indústria alimentícia elaborar diferentes matrizes alimentares com atributos 
funcionais, alcançando maior parcela da população e propiciando saúde de forma preventiva e 
natural. 

 

Palavras chaves: probióticos esporulados, trato gastrintestinal, requeijão cremoso, modelagem 
preditiva, Bacillus probióticos, viabilidade. 



 
 

ABSTRACT 

EVALUATION OF THE SURVIVAL BACILLUS SPP. SPORES IN FOOD MATRICES 
AND THEIR EFFECTS ON HEALTH. 

The use of  Bacillus spores probiotic is a promising alternative for the development of novel 
probiotic foods, since probiotic microorganisms of the genera Lactobacillus and Bifidobacte-
rium have low resistance to food processing steps that are more aggressive. Despite this, in our 
knowledge there are no studies on the application of probiotic sporeforming microorganisms in 
foods in Brazil. The use of food matrices as probiotic carriers is important, since their consump-
tion in addition to providing nutrients, can be vehicles of microorganisms beneficial to health. 
The spreadable processed cheese (requeijão cremoso) is a typical Brazilian product with a high 
consumption, which makes it a promising matrix for the inoculation of probiotic bacteria in 
order to allow continuous ingestion, providing greater viability and promoting health. The ob-
jective of this study was to evaluate the behavior of these microorganisms in food matrices 
(spreadable processed cheese, orange juice and homemade bread), in their processing and stor-
age, and against the simulated gastrointestinal tract (TGI) conditions, as well as to evaluate 
health parameters in Wistar rats fed with spreadable processed cheese added with probiotic 
Bacillus spores. In addition, predictive modeling was used to understand the kinetics of inacti-
vation of probiotic microorganisms under simulated conditions of gastrointestinal (static and 
dynamic) fluids. Bacillus probiotic spores showed a high percentage of survival (over 80%) 
when compared to probiotic lactic acid bacteria (BAL), exposed to TGI conditions at the end 
of the shelf life of the tested foods, being above 6 log CFU/g or ml of the product. The addition 
of the probiotic Bacillus spores in the cream cheese (90º/5 min) fusion stage proved to be the 
most appropriate, facilitating the technological process, maintaining good viability of the pro-
biotic strains and avoiding the recontamination of the final product. During processing of the 
spreadable processed cheese, probiotic spores of B. coagulans GBI-30 6086 showed better sur-
vival during all stages of spreadable processed cheese processing, exhibiting populations above 
6 log spores/g over the shelf life of the product (45 days at 6°C). The consumption of this 
probiotic matrix by healthy rats did not affect the metabolic homeostasis of the studied animals, 
without alterations in hematological, biochemical and molecular parameters (stress and antiox-
idant), indicating that probiotic spores are safe. Data from the counts of populations of probiotic 
microorganisms exposed to different pH values in the simulated gastric conditions were mod-
ulated in a log linear inactivation kinetic model with tail. Bacillus spores probiotics remained 
stable throughout the digestion, showing good resistance to gastrointestinal tract solutions, not 
generating a mathematical model. The evaluation of the inactivation parameters for L. paraca-
sei PXN 37 was significant at pH 1 (R2> 0.90), where it presented low viable cell counts (ap-
proximately 1 log cycle CFU/g or mL), orange juice and spreadable processed cheese. Thus, 
the use of  Bacillus spp. spores probiotics inoculated in food should be further explored, allow-
ing the food industry to elaborate different food matrices with functional attributes, reaching a 
larger portion of the population and providing health in a preventive and natural way. 

 

Key words: sporeforming probiotics, gastrointestinal tract, creamy curd cheese, Bacillus probi-
otic, predictive modeling, viability. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os probióticos são definidos como “organismos vivos que, quando administrados em 

quantidade adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro ( FAO/WHO, 2002; Hill et 

al., 2014). Portanto, os probióticos são micro-organismos não patogênicos veiculados através 

de alimentos ou comercializados como sachês ou compromidos como culturas puras ou mistas 

para consumo direto aos humanos (Makinen, Berger, Bel-Rhlid, & Ananta, 2012; Okamoto et 

al., 2012). Na literatura científica, populações de 106-108 UFC/g de micro-organismos 

probióticos nos alimentos no momento do consumo têm sido reportadas como quantidades 

adequadas para obtenção de efeitos benéficos a saúde humana (Gomes da Cruz, Alonso Buriti, 

Batista de Souza, Fonseca Faria, & Isay Saad, 2009; Salminen et al., 1998). A legislação 

brasileira permite que os estudos apontem a quantidade diária de células viáveis no produto 

pronto para consumo que seja suficiente para alcançar os benefícios à saúde, apresentando 

laudos de análises e estudos clínicos que comprove essa informação (ANVISA, 2016). 

Considerando-se o exposto anteriormente, para se alcançar os benefícios à saúde, o micro-

organismo probiótico deve se manter viável desde o processamento até sua ingestão através do 

consumo contínuo dos mesmos. Além disso, também é necessário que os micro-organismos 

probióticos sobrevivam às condições do trato gastrintestinal (TGI) (Collado & Sanz, 2006). 

Diversos gêneros e espécies de micro-organismos probióticos têm sido tradicionalmente 

utilizados na alimentação humana e também veiculados em alimentos produzidos pelas 

indústrias alimentícias, visando a obtenção de benefícios diversos. Dentre os micro-organismos 

mais relevantes, destacam-se as bactérias láticas (BAL), como aquelas pertencentes aos 

gêneros, Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e Enterococcus (Nithya & Halami, 

2012), uma vez que elas têm sido isoladas de todas as porções do trato gastrintestinal do humano 

saudável (Marta & Saad, 2006) e possuírem um longo histórico de uso seguro e evidências que 

suportam seus efeitos positivos (Van Dender,  2008).  

Apesar de sua ampla aplicação em alimentos processados, os probióticos, 

especificamente as BAL, podem sofrer injúrias ou perda de viabilidade devido às condições 

adversas ou sub-ótimas encontradas em certos alimentos como queijos processados, cereais, 

produtos fermentados, bebidas, biscoitos, entre outros, cujos processos representam, 

atualmente, um desafio para a sobrevivência dos probióticos tradicionais, (Ranadheera, Evans, 

Adams, & Baines, 2013).  

Dessa maneira, uma alternativa promissora para sobrepor tais limitações é a aplicação 

de culturas probióticas esporuladas. Dentre os micro-organismos probióticos esporulados mais 
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usualmente empregados na alimentação humana ou animal, destacam-se aqueles pertencentes 

aos dos gêneros Bacillus, Clostridium, Sporolactobacillus e Brevibacillus (Hong, Duc, & 

Cutting, 2005). A maior resistência dos esporos microbianos a altas temperaturas, menor pH, 

maior pressão, boa estabilidade e rápida germinação  são propriedades extremamente desejáveis 

para a formulação inovadora de diversos alimentos probióticos (Durkee, 2010; Foligné et al., 

2012; Nithya, Muthukumar, & Halami, 2012; Permpoonpattana et al., 2012; Vieira, 2010). 

Além desses aspectos, o uso desses micro-organismos na produção de alimentos poderá 

desmitificar a idéia de que são apenas patogênicos ou deterioradores de alimentos (Abriouel, 

Franz, Ben Omar, & Gálvez, 2011; Permpoonpattana et al., 2012).  

Em virtude do aumento da procura por alimentos mais saudáveis e atrativos, o 

consumidor tem exigido uma diversidade de produtos inovadores no mercado, com novos 

ingredientes, sabores e mais benéficos à saúde, principalmente quando se considera os 

alimentos funcionais. A aplicação de cepas probióticas de Bacillus, principal gênero de cepas 

esporuladas estudada em alimentos (Duc et al., 2004; Jafari et al., 2017; Sanders et al., 2003; 

Surokulova, 2013) pode ser uma alternativa viável para se possibilitar o desenvolvimento de 

alimentos probióticos que atendam às necessidades do consumidor, de maneira viável e segura. 

No contexto da alimentação humana, o estudo da aplicação de micro-organismos probióticos 

esporulados em alimentos ainda é recente e, portanto, incipiente, apresentando escassos estudos 

a aplicação de micro-organismos esporulados probióticos em alimentos (Jafari et al., 2017, 

Surokulova, 2013). Assim, uma série de informações como o comportamento destes micro-

organismos em matrizes alimentícias, a influência desta matriz na sobrevivência e 

comportamento destes micro-organismos em condições simuladas às dos fluídos 

gastrointestinais e seus efeitos potencialmente benéficos à saúde ainda não foram 

completamente elucidados. O requeijão cremoso como matriz alimentar principal estudada 

nesse trabalho é um tipo de queijo brasileiro de alto consumo pela população. O mesmo como 

matriz probiótica possibilita a ingestão constante do microrganismo benéfico, além de ser um 

ótimo carreador e ajudar a proteger bactérias probióticas das condições adversas do TGI, 

aumentando sua viabilidade e oferece nutrientes para sua multiplicação e colonização, 

promovendo seus efeitos benéficos. 

A microbiologia preditiva baseia-se na premissa de que as respostas das populações de 

micro-organismos a fatores ambientais são reprodutíveis e que é possível, a partir de 

observações anteriores, predizer respostas em um ambiente particular através da utilização de 

equações matemáticas que permitem predizer as respostas dos micro-organismos em condições 

similares (Zwietering et al., 1991; McMeekin et al., 2002; McMeekin et al., 2008). A sua 
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aplicação na área de probióticos é ainda pouco explorada, porém de grande valia ao 

proporcionar informações sobre o comportamento desses micro-organismos em matrizes 

alimentícias, podendo economizar tempo e custos de ensaios in vitro, ajustar doses e avaliar a 

aplicação das melhores cepas em determinado alimento. 

Esta tese teve como objetivo geral avaliar o comportamento de diferentes tipos de micro-

organismos probióticos (Lactobacillus, Bifidobacterium e Bacillus) adicionados a diferentes 

matrizes alimentícias submetidas a condições simuladas de fluidos gastrointestinais in vitro e 

avaliar os benefícios à saúde in vivo associados ao consumo de requeijão cremoso adicionado 

de Bacillus probióticos. Além disso, o presente estudo aborda, pioneiramente, o uso da 

modelagem preditiva para a elucidação da cinética de inativação e/ou sobrevivência de micro-

organismos probióticos em condições simuladas dos fluidos gastrointestinais. Tal abordagem 

fornece informações extremamente relevantes para o desenvolvimento e aplicação de micro-

organismos probióticos em diferentes matrizes alimentícias. 

Para concretização do objetivo geral, foram considerados nesta pesquisa, os seguintes 

objetivos específicos: 

❖ Selecionar cepas resistentes de Bacillus, Lactobacillus e Bifidobacterium em diferentes 

matrizes alimentícias e determinar sua viabilidade em condições simuladas do TGI estática. 

❖ Avaliar o comportamento de Bacillus probiótico durante etapas do processamento 

(pasteurização, coagulação e fusão) e estocagem do requeijão cremoso nos tempos 0, 7, 14, 21, 

28, 35, 45 dias. 

❖ Avaliar a sobrevivência das cepas resitentes de Bacillus e Lactobacillus em diferentes 

matrizes alimentícias em condições simuladas do TGI estático e dinâmica. 

❖ Avaliar os efeitos benéficos à saúde associados ao consumo de requeijão cremoso 

adicionado de Bacillus probiótico utilizando-se ratos machos da linhagem Wistar, sobretudo 

em parâmetros bioquímicos, hematológicos e moleculares (proteínas do sistema de estresse e 

antioxidante). 

❖ Aplicação de modelo matemático para determinar a sobrevivência de micro-organismos 

probióticos (Bacillus e Lactobacillus) em condições simuladas do TGI estático e dinâmico em 

diferentes matrizes alimentícias (requeijão, pão e suco de laranja) em função do pH e tempo de 

exposição. 
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Resumo 

A maior resistência dos esporos microbianos a altas temperaturas, baixos valores de pH e 

elevadas pressões, aliada a características como boa estabilidade e rápida germinação fazem 

como que seu uso seja extremamente desejável para a formulação inovadora de diversos 

alimentos probióticos, principalmente devido às limitações tecnológicas inerentes às bactérias 

láticas (BAL). Os esporos probióticos são resistentes a várias operações unitárias empregadas 

nas indústrias de alimentos, apresentando, consequentemente, elevada viabilidade e garantindo 

a funcionalidade de alimentos probióticos; além disso, são capazes de manter tais características 

durante toda a vida de prateleira desses produtos armazenados em temperatura ambiente ou sob 

refrigeração. Apesar de seu potencial para aplicação como probióticos, os esporos de Bacillus 

spp. são de difícil controle no processamento de alimentos, podendo germinar e deteriorar o 

alimento antes que eles possam ser ingeridos e promover benefícios à saúde do consumidor. 

No entanto, ainda se discute o consumo desses micro-organismos em relação à segurança dos 

alimentos e à saúde dos consumidores, assim como a eficiência das doses a serem utilizadas, 

uma vez que não são habitantes normais do trato gastrintestinal (TGI). Os probióticos 

esporulados podem ser encontrados em diferentes formas farmacêuticas (sachês, cápsulas, 

tabletes, comprimidos, suspensões líquidas) e utilizados nas áreas médica e veterinária, 

veiculados como suplementos alimentares e mais recentemente empregados na indústria de 

alimentos. Os reais benefícios à saúde advindos do consumo de probióticos esporulados devem 

ser intensamente estudados, avaliando seu comportamento no TGI e em outros sítios 

anatômicos, determinando-se os mecanismos de ação envolvidos e correlacionando-os com os 

principais efeitos benéficos à saúde. Neste artigo, é apresentada uma revisão das principais 

características, implicações tecnológicas, formas de consumo e benefícios à saúde de esporos 

de Bacillus potencialmente probióticos. 

 

Palavras chaves: Bacillus, resistência microbiana, esporos probióticos, condições simuladas 

do TGI. 
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1. Introdução 

Os probióticos são definidos como “micro-organismos vivos que, quando administrados 

em quantidade adequadas, conferem efeito benéfico à saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001; 

Hill et al., 2014). Os probióticos podem estar disponíveis em culturas puras ou mistas, serem 

aplicados diretamente aos alimentos ou serem consumidos como suplementos (Makinen et al., 

2012; Okamoto et al., 2012). 

As populações de micro-organismos probióticos nos alimentos no momento de seu 

consumo devem ter concentrações sufientes para que os efeitos benéficos sejam observados, o 

que deve ser reportados em laudos de análises e estudos epidemiológicos, como rege legislação 

brasileira (ANVISA, 2016). Anteriormente, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) e estudos da área de probióticos utilizavam a padronização de concentrações de 

106– 107 UFC/grama do produto pronto para caracterizá-los com potencial probiótico e 

promover efeitos positivos à saúde (ANVISA, 2008; Cruz et al., 2009; Martinez, Bedani, & 

Saad, 2015). 

Partindo-se da premissa apresentada acima, torna-se patente a necessidade de manutenção 

da viabilidade e da atividade metabólica de micro-organismos probióticos desde o 

processamento do alimento até sua ingestão pelos consumidores (Homayoni Rad et al., 2012; 

Salminen et al., 1998; Saxelin, Korpela,& Mayra-Makinen, 2003), bem como durante  sua 

passagem pelo trato gastrintestinal (TGI) (Hill et al., 2014; Sanz, 2007). 

Diversos micro-organismos vêm sendo aplicados como probióticos em matrizes diversas, 

alimentícias ou não. Podemos dividir estes grupos microbianos em: 1) bactérias produtoras de 

ácido lático: Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus; 2) bactérias produtoras de ácido 

não lático: Propionibacterium; 3) micro-organismos eucarióticos não patogênicos (leveduras): 

Saccharomyces; 4) bactérias esporuladas: Bacillus, Clostridium, Sporolactobacillus e 

Brevibacillus (Homayoni Rad et al., 2012). 

As primeiras cepas probióticas descobertas pertenciam ao grupo de bactérias láticas (BAL) 

(Ballus, Klajn, Cunha, de Oliveira, & Fiorentini, 2010; Heller, 2001). Cepas probióticas destes 

micro-organismos têm sido aplicadas na produção de alimentos probióticos, principalmente 

laticínios, incluindo leites fermentados, iogurtes, queijos e sobremesas com base lácteas 

(Casarotti & Penna, 2015; Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010; Soccol et al., 2010). 

Este setor concentra a maior porcentagem de aplicações de probióticos, pois existe uma grande 

familiarização do consumidor com os leites fermentados, os quais reconhecem-nos como 

produtos benéficos à saúde por conterem micro-organismos vivos. Outra razão, é a 

possibilidade da veiculação destes micro-organismos em alimentos fermentados para a 
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promoção de melhorias das características sensoriais dos produtos, como sabor, aroma e textura 

(Chr-hansen, 2017; Felicio et al., 2016). Assim, os probióticos não são apenas importantes na 

indústria de laticínios para o desenvolvimento de alimentos funcionais, mas também para 

utilização como coadjuvantes de processos tecnológicos.  

Apesar de sua ampla aplicação em alimentos processados, os probióticos, especificamente 

as cepas de BAL, podem sofrer injúrias ou perda de viabilidade devido às condições adversas 

ou sub-ótimas encontradas no processamento de certos alimentos ou devido às características 

intrínsecas dos mesmos. Por exemplo, mesmo sendo mais resistentes ao pH ácido que outras 

bactérias, as BAL probióticas exibem redução de sua viabilidade durante a vida de prateleira, 

quando adicionadas a alimentos ácidos, como sucos de frutas (Santos et al., 2008; Saarela et 

al., 2011). O congelamento ou a variação de temperatura durante o armazenamento de 

alimentos probióticos causa danos às células microbianas, devido à formação de cristais de 

gelo, os quais rompem a membrana citoplasmática, reduzindo a viabilidade desses micro-

organismos  (Davidson , Ducan, Hackney, Eigel, & Boling, 2000; Ranadheera, Evans, Adams, 

& Baines, 2013). Além disso, sabe-se que durante o período de armazenamento a 

permeabilidade de embalagens ao oxigênio leva à redução das taxas de viabilidade dos 

probióticos veiculados em alimentos (Cruz et al., 2013). Isso é crítico para o desenvolvimento 

de alimentos probióticos, já que muitas cepas destes micro-organismos são anaeróbias ou 

microaeróbias (Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2013). Além desses aspectos, as BAL 

probióticas são, notoriamente, termossensíveis. Por exemplo, a cepa Lactobacillus salivarius 

UCC 118 apresenta um tempo de redução decimal de 1,1 minuto a 59°C (D59°C=1,1min) 

(Gardiner et al., 2000), o que inviabiliza a sua aplicação em alimentos já embalados e 

posteriormente submetidos a tratamentos térmicos. A alternativa de aplicação de probióticos 

após a etapa de pasteurização apresenta enorme limitação e encontra grande resistência por 

parte das indústrias de alimentos, seja pela possibilidade de recontaminação do alimento pós-

tratamento térmico, seja por dificuldades técnicas para sua realização. Outros métodos de 

conservação, como irradiação e alta pressão, também podem resultar em perda de viabilidade 

de BAL probióticas e, portanto, limitam sua aplicação em uma ampla gama de produtos 

alimentícios (Maiken et al., 2012).  

Assim, uma alternativa promissora para superar tais limitações é a aplicação de culturas 

probióticas esporuladas. Dentre os micro-organismos probióticos esporulados mais comumente 

utilizados na alimentação humana ou animal, destacam-se aqueles pertencentes aos gêneros 

Bacillus, Clostridium, Sporolactobacillus e Brevibacillus (Hong et al., 2005). A maior 

resistência dos esporos microbianos a altas temperaturas, baixos valores de pH e elevadas 
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pressões, aliada às características como, boa estabilidade e rápida germinação, fazem com que 

seu uso seja extremamente desejável para a formulação inovadora de diversos alimentos 

probióticos (Durkee, 2010; Foligné et al., 2012; Nithya, Muthukumar, & Halami, 2012; 

Permpoonpattana, Hong, Khaneja, & Cutting, 2012; Vieira, 2010).  

Em contrapartida, diversas técnicas têm sido utilizadas nos últimos anos para aumentar a 

viabilidade e sobrevivência de probióticos a condições sub-letais e letais do processamento de 

alimentos, tais como tecnologia de células imobilizadas, microencapsulação, modificação 

genética, combinação de diferentes cepas sinérgicas, e incorporação de nutrientes e prebióticos 

à matriz (Homayoni Rad et al., 2012), mas algumas dessas oneram o processo industrial e o 

inviabiliza. No entanto, é interessante destacar que a aplicação de probióticos esporulados 

possui a vantagem de que seus esporos atravessarem intactos a barreira estomacal. Além disso, 

seus esporos são intrinsecamente resistentes à várias operações unitárias empregadas nas 

indústrias de alimentos, apresentando, consequentemente, elevada viabilidade e garantindo a 

funcionalidade de alimentos probióticos; além disso, são capazes de manter tais características 

durante toda a vida de prateleira de produtos mantidos em temperatura ambiente ou sob 

refrigeração (Coelho, 2013; Cutting, 2011). Finalmente, o uso desses micro-organismos 

esporulados na produção de alimentos poderá desmitificar a ideia de que são apenas 

patogênicos ou deterioradores de alimentos (Abriouel, Franz, Ben Omar, & Gálvez, 2011; 

Permpoonpattana, Hong, Khaneja, & Cutting, 2012).  

De fato, probióticos esporulados já vêm sendo amplamente comercializados como 

suplementos (cápsulas) para consumo humano. Além disso, sua aplicação na alimentação 

animal, aplicados em ração para frangos, porcos e na aquicultura, tem sido bastante estudada 

objetivando-se melhorar, entre outros, o crescimento dos animais e a inibição de patógenos 

(Abriouel et al., 2011; Cavazzoni, Adami, & Castrovilli, 1998; Hendricks & Guo, 2006; Murillo 

& Villamil, 2011; Permpoonpattana, Hong, Khaneja, & Cutting, 2012; Thirabunyanon & 

Thongwittaya, 2012). 

Considerando-se o crescente interesse por micro-organismos esporulados com propriedades 

probióticas, o presente trabalho teve como objetivo principal revisar os principais micro-

organismos probióticos esporulados, suas características, formas de apresentação, testes de 

segurança empregados para seu uso, benefícios à saúde e implicações tecnológicas de sua 

aplicação em alimentos. 
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2. O esporo bacteriano – estrutura de resistência física e química 

O esporo é uma estrutura de resistência formada por certas bactérias após exposição a 

condições de estresse (Madigan, Martinko & Parker, 2004; Setlow, 2013). Os esporos são 

estruturas extremamente desidratadas, ricas em cálcio e ácido dipicolínico (DAP), os quais 

contribuem para a integridade das proteínas no interior do núcleo frente às condições de 

“estresse”. Além disso, a impermeabilidade do córtex e da camada externa (capa), as atividades 

metabólica e enzimática mínimas, aliadas à desidratação do seu núcleo devido à presença da 

SASP (Small Acid Soluble Spore Protein), a qual se liga ao DNA da bactéria, são fatores que 

conferem resistência aos esporos (Madigan, Martinko & Parker, 2004). Os esporos são 

metabolicamente dormentes e apresentam níveis ínfimos de pequenas moléculas de alta 

energia, como ATP, e reduzido número de nucleotídeos de piridina (Pan, Kim, & Yun, 2012).  

 

 

 

Figura 1. Estrutura de esporo bacteriano.  

Fonte: www.farmaciaminhavida.blogspot.com.br 

 

Os esporos são ubíquos, podendo ser encontrados no solo, ar, água, vegetais e animais. 

Bactérias esporuladas são capazes de multiplicar e exibir atividade metabólica apenas durante 

o estado vegetativo; além disso, podem esporular novamente quando há escassez de nutrientes 

ou presença de fatores de risco para perda da viabilidade (Setlow, 2013). 

A capacidade de certas bactérias em formar esporos é um atributo específico de alguns 

bastonetes aeróbios e anaeróbios e alguns cocos (Madigan, Martinko & Parker, 2004). Dentre 
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estes, destacam-se os micro-organismos do gênero Bacillus spp. Algumas espécies pertencentes 

à família Bacillaceae, possuem esporos que são agentes responsáveis pela deterioração de 

alimentos, e outras que causam intoxicação alimentar e grande número de outras doenças em 

humanos e animais. Por outro lado, alguns esporos já são aplicados como probióticos na 

alimentação animal e humana (Setlow, 2013). Embora os esporos sejam dormentes e, por si 

mesmos não possam causar efeitos deletérios, ao encontrarem condições propícias ao seu 

desenvolvimento, podem rapidamente germinar e se transformar em uma célula vegetativa 

(Setlow, 2013). Assim, o intestino delgado é um sítio anatômico rico em nutrientes, podendo 

induzir sua germinação e multiplicação (Coelho, 2013). Na realidade, para promoção de seus 

benefícios à saúde do hospedeiro, os esporos devem ser inicialmente ativados no estômago e, a 

seguir, no intestino, por meio da ação de diferentes enzimas (Hong et al., 2005). 

 

3. Bactérias esporuladas como micro-organismos probióticos 

Embora a utilização de probióticos esporulados ainda seja limitada, a resistência inerente 

dos esporos ao estresse ambiental constitui um importante atrativo para aplicação comercial, 

especialmente na indústria de alimentos para humanos e animais. Dentre os micro-organismos 

probióticos esporulados mais usuais, destacam-se espécies pertencentes ao gênero Bacillus, 

uma vez que atendem às exigências mais comuns para a caracterização de uma cepa como 

probiótica/ potencialmente probiótica, incluindo viabilidade durante a passagem TGI 

(resistência à bile e ao ácido estomacal e aos movimentos peristálticos) e a capacidade de síntese 

de diferentes compostos úteis para os seres humanos. Além disso, esses micro-organismos 

podem sobreviver a processos térmicos empregados na fabricação de alimentos, além de 

conseguirem manter sua população estável ao longo da vida de prateleira do produto mantido 

em temperatura ambiente ou sob refrigeração (Cutting, 2011; Nithya & Halami, 2012).  

 

i. Bacillus ssp. 

Os Bacillus spp. são bactérias Gram-positivas, em forma de bastonetes, esporuladas, móveis 

e aeróbias em sua maioria. O principal habitat dos esporos desses micro-organismos são o solo 

e a vegetação, estando, portanto, amplamente distribuídos na natureza (Bergey & Holt & Holt, 

1994). O solo tem sido, tradicionalmente, considerado o reservatório das  espécies de Bacillus. 

Apesar disso, a atual teoria preponderante sugere que Bacillus spp. não são apenas capazes de 

sobreviver, mas também estar em simbiose dentro de ambientes intestinais. Dessa maneira, o 

micro-organismo é capaz de encontrar condições apropriadas para a germinação de seus 
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esporos no intestino, multiplicando-se e finalmente re-esporulando (Miller & Ouwehand, 

2013). 

No gênero Bacillus, as espécies Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis e Bacillus 

anthracis compreendem os patógenos de animais e seres humanos mais conhecidos. Dentre as 

espécies deterioradoras de alimentos, principalmente de produtos processados e que são 

acondicionados em embalagens herméticas, destacam-se B. cereus, Geobacillus 

stearothermophilus, Bacillus subtilis, e B. coagulans (Baril et al., 2012; Carlin, 2011; Viedma 

et al., 2009).  

Apesar de sua importância na deterioração de alimentos, algumas cepas do gênero 

Bacillus têm diversas aplicações biotecnológicas como a produção de enzimas, aminoácidos, 

antibióticos e agentes de controle de pragas (Hong et al., 2005; Nithya & Halami, 2012; Nithya 

et al., 2012; Sorokulova, 2008) e utilização como probióticos na alimentação animal e para 

consumo humano, na forma de cápsulas. As principais cepas de Bacillus probióticas descritas 

até o momento são Bacillus cereus IP5832b, B. subtilis 2335, B. licheniformis 2336, B. 

polyfermenticus SCD, Bacillus laterosporus BOD, B. subtilis strain RO179, B. coagulans, B. 

clausii, B. pumulis e B. polymyxa (Cutting, 2011; Sanders, Morelli, & Tompkins, 2003). 

No contexto da alimentação humana, pesquisas têm explorado, como caráter inovador, a 

veiculação de cepas esporuladas probióticas em alimentos. Contudo, a maior parte desses 

estudos ainda tem como objetivo principal a avaliação do potencial probiótico dos micro-

organismos estudados.  

As principais espécies de Bacillus probióticos descritas na literatura e suas principais 

características e propriedades são:  

❖ Bacillus clausii: é um micro-organismo móvel, encontrado no solo, apresenta forma de 

haste, é Gram-positivo, multiplica-se em temperatura de 15-50ºC e pH 7-10,5. B. clausii pode 

reduzir o nitrato a nitrito, produz subtilisinas como proteases, apresenta colônias com margens 

filamentosas cremosas de coloração branca (Bergey & Holt, 1994). B. clausii (Enterogermina) 

produz esporos e é resistente a inúmeros antibióticos, incluindo a eritromicina, lincomicina, 

cefalosporinas e cicloserina (Green et al., 1999). Um estudo avaliou a eficácia do uso de células 

vegetativas e esporos de B. clausii potencialmente probióticos no tratamento de diárreias 

agudas, diarréias associadas ao uso de antibióticos e diminuição dos efeitos colaterais na terapia 

para H. Pylori, no qual apresentaram mecanismos de ação de colonização de nichos livres, 

competição para adesão de células epiteliais e/ou produção de antibióticos e enzimas no 

ambiente intestinal  (Jayanthi & Sudha, 2015). 
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❖ Bacillus subtilis: é uma bactéria saprófita frequentemente isolada a partir do solo e da 

água, esporulada e não patogênica, produz colônias irregulares (contorno ondulado ou 

filamentoso) com diversas colorações dependendo da composição do meio de cultivo, as quais 

apresentam consistência cremosa e diâmetro entre 2 e 4 mm. Em cultivos mais velhos, no 

entanto, as colônias de B. subtilis apresentam um aspecto seco e rugoso e se incrustam no ágar. 

B. subtilis cresce à temperatura de 5 a 55ºC e em pH entre 5,5-8,5 em meio contendo glicose, 

além disso utiliza o citrato e a amônia como fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente. 

Diversas cepas do micro-organismo são produtoras de peptídeos que apresentam atividade 

antimicrobiana e capacidade de promover uma rápida digestão da caseína (Bergey & Holt, 

1994). B. subtilis é uma das espécies mais importantes para a produção de metabólitos com 

atividade antifúngica e antimicrobiana (Gomes, 2013). B. subtilis apresenta esporos centrais ou 

terminais, esféricos ou ovóides, os quais não deformam a célula. Morfologicamente, B. subtilis 

é um bacilo com diâmetro inferior a 1 μm e não apresenta inclusões de poli-beta-

hidroxibutirato. Esporos de Bacillus subtilis 5230 ressuspendidos em tampão fosfato em pH 7,0 

exibiram valores D entre 0,44 e 0,54 min à temperatura de 121.1ºC (Odlaug et al., 1981). B. 

subtilis CU1, potencialmente probiótico, demonstrou seguro e eficaz para utilização como 

suplemento ou ingredientes de alimentos em um estudo clínico ao melhorar parâmetros de 

imunidade de idosos (Lefevre et al., 2017). 

❖ Bacillus coagulans: é uma bactéria móvel, termofílica, ácido-tolerante, catalase-

positiva. O micro-organismo apresenta temperatura de multiplicação entre 15 e 60ºC e pH ideal 

na faixa de 4-5. B. coagulans fermenta a glicose produzindo ácido lático, 2,3-butanediol, 

acetoína, ácido acético e etanol e pode multiplicar-se em alimentos ácidos e coagular produtos 

lácteos. Os esporos de B. coagulans são escassos no solo (Bergey & Holt, 1994). 

Morfologicamente, o micro-organismo é um bacilo com diâmetro inferior a 1 μm e desprovido 

de inclusões de poli-beta hidroxibutirato. Além disso, B. coagulans apresenta esporo oval, às 

vezes esférico, geralmente subterminal, levando à ligeira deformação da célula. O micro-

organismo é inibido na presença de solução a 5% de NaCl. Uma vez ressuspendido em tampão 

fosfato (pH 6,8), o micro-organismo apresenta valor D a 90 ° C estimado em 13,7 min, e valor 

Z de 12,1 ° C (Gomes, 2013). Além disso, observou-se que em polpa de manga, em pH 3,96, 

B. coagulans exibiu valores de D a 85̊C de 32 min (Silva, 2000). O grupo de pesquisa americano 

da empresa Ganeden apresenta inúmeros trabalhos mostrando o potencial probiótico da cepa 

de B. coagulans GBI-30, a qual apresenta segurança e pode ser utilizada como ingredientes 

para alimentos devido boa resistência (Endres et al., 2009; Keller et al., 2010; Salvetti et al., 

2016). A mesma cepa também esteve relacionada a diversos estudos apontando seus benefícios 
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entre eles: melhorar imunidade, diminuir danos ao músculo causado pelo exercício físico 

(Gepner et al., 2017; Jager et al., 2016), modulação do sistema imune e anti-inflamatório 

(Jensen et al., 2011), melhora dos sintomas da artrite reumatóide e do intestino irritável (Dolin, 

2009; Mandel et al., 2010). 

❖ Bacillus cereus: Trata-se de um micro-organismo Gram-positivo, que forma colônias 

grandes (2 a 7 mm de diâmetro), foscas ou granulosas e de forma variáveis (circulares ou não, 

com bordas regulares, denteadas ou filamentosas). B. cereus multiplica-se na presença de 

solução de NaCl a 7%, na faixa de temperatura de 10-45ºC, decompõe tirosina e produz 

lecitinase e acetil-metil-carbonil (Bergey & Holt, 1994). A maioria das cepas de B. cereus é 

considerada patogênica ao homem causando intoxicação alimentar, levando ao 

desenvolvimento das síndromes diarreica e síndrome emética; além disso, pode causar mastites 

em bovinos (Gomes, 2013). O micro-organismo apresenta-se, morfologicamente, como bacilo 

com diâmetro superior a 1 μm e não possui inclusões de poli-beta-hidroxibutirato. B. cereus 

tolera soluções de NaCl de 7,5-10% e a atividade mínima de água requerida para sua 

multiplicação é de 0,91-0,93. À temperatura de 100°C, o valor D de seus esporos é de 

aproximadamente 3 min, embora alguns esporos sejam muito mais resistentes (Tajkarimi, 

2007). Os esporos probióticos de B. cereus CenBiot , particularmente, exibiram elevada 

resistência térmica (80ºC/14h) para inibição de Escherichia coli e Yersinia 

pseudotuberculosis  (Gil-Turnes, 1999). Em carne de porco, cepas de B. cereus obtiveram valor 

D determinado foi de 95ºC/2min e 85ºC/32min (Byrne, Dunne, & Bolton, 2006). Um estudo 

com pepinos do mar, muito utilizado na cozinha asiática, o uso de B. cereus G19 e B. cereus 

BC-01 potencialmente probióticos melhorou o seu crescimento e melhora do seu sistema imune 

(Yang et al., 2015). 

❖ Bacillus pumilus: é uma bactéria que se multiplica em uma ampla faixa de temperatura 

(5-50ºC), sendo que algumas cepas requerem biotina para fazê-lo. Certas espécies de B. pumilus 

são taxonomicamente relacionadas a B. subtilis. Os esporos de B. pumilus são ubíquos e podem 

ser encontrados no solo juntamente com os de B. subtilis (Bergey & Holt, 1994). 

Morfologicamente, o micro-organismo é um bacilo com diâmetro inferior a 1 μm e não 

apresenta inclusões de poli-beta-hidroxibutirato. B. pumilus apresenta esporo central ou 

terminal, esféricos ou ovóides, os quais não deformam a célula. O micro-organismo se 

desenvolve na presença de solução de NaCl a 7% (Gomes, 2013). Já foi demonstrado que, em 

leite cru, B. pumilus apresenta valor D 95ºC de 3,56 min (Janstová & Lukasová, 2001). B. 

pumilus AQAHBS01 foi utilizado como probiótico para resistência à estreptococosse em 
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criações de tilápia do Nilo, mostrando sua eficiência na competição com a bactéria patogênica 

(Srisapoome & Areechon, 2017). 

❖ Bacillus licheniformis: é uma bactéria termoresistente, capaz de multiplicar-se em temperaturas 

de 15 a 55ºC; além disso, seus esporos podem sobreviver a severos tratamentos térmicos. B. 

lichniformis é um micro-organismo anaeróbio e produtor de pigmento vermelho (Bergey & 

Holt, 1994). Morfologicamente, trata-se de um bacilo com diâmetro inferior a 1 μm, o qual não 

possui inclusões de poli-beta-hidroxibutirato. De acordo com Silva (2000), esporos de B. 

lichiniformis inoculados em polpa de manga, pH 3,96, exibiram valor D de 19 min a 85ºC. Em 

purê de tomate, com pH 4,4, cepas de B. licheniformis apresentaram valor D de 4,5 min a 95ºC 

e de 2 min a 100ºC e valor Z de 14,9ºC. Em tampão fosfato, pH 7,2, por sua vez, o valor D 

obtido foi de 7,8 min a 95ºC (Montiville e Sapers, 1981). O micro-organismo apresentam 

esporo central ou terminal, esférico ou ovóide, os quais não deformam a célula. É importante 

destacarmos que a maioria dos B. lichiniformis são patogênico ao homem, causando infecções 

oculares, além de provocar abortos em ovinos e bovinos (Gomes, 2013). O B. licheniformis é 

mais utilizado como micro-organismo probiótico em animais. O sua adição em rações de 

galinhas foi relacionada à prevenção de doenças resistentes à utilização de antibióticos, como 

enterite necrótica causada por Clostridium perfringens (Knap et al., 2010). 

 

ii. Sporolactobacillus 

Esse gênero é composto por cinco espécies de micro-organismos catalase-negativos, 

anaeróbios facultativos ou microaerófilos, formadores de esporos. Originalmente proposto 

como um membro do gênero Lactobacillus, Sporolactobacillus foi posteriormente elevado ao 

status de gênero, pertencendo à família Bacillaceae (Sanders et al., 2003). 

Dentre as espécies de Sporolactobacillus, destaca-se S. inulinus, a qual produz D (-) ácido 

láctico, multiplica-se em temperatura ótima de 35°C (intervalo de 15 a 40°C). 

Micro-organimos do gênero Sporolactobacillus são raramente encontrados no solo. Seus 

habitats mais comuns são ração de galinha, produtos lácteos e picles. Já foi demonstrado que 

algumas cepas do micro-organismo são capazes de sobreviver sob condições adversas, tal qual 

baixo pH (Hyronimus et al., 2000). 

iii. Brevibacillus 

Brevibacillus é um gênero descoberto em 1996, e que engloba bactérias aeróbicas, 

formadoras de esporos. Este gênero resultou de uma reclassificação genética de cepas 

anteriormente como pertencentes ao grupo brevis do gênero Bacillus (Sanders et al., 2003d).  
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O habitat de Brevibacillus é o solo, embora também possa ser isolado a partir de produtos 

lácteos. Há pouca informação sobre a utilização de Brevibacillus como agentes probióticos. A 

cepa Brev. brevis foi avaliada para controle biológico de patógenos de plantas e na criação de 

larvas (Mahdhi, 2012), devido à sua capacidade de sintetizar compostos com ação 

antimicrobiana. Outro exemplo, é a cepa Brev. choshinensis HPD31, a qual é utilizada como 

eficiente produtor de fator de crescimento epidérmico humano (Sanders et al., 2003). 

 

 

4. Avaliação do potencial probiótico e segurança de cepas esporuladas 

O estudo da segurança da utilização de micro-organismos potencialmente probióticos 

baseia-se, inicialmente, na adequada identificação e caracterização da cepa probiótica 

(Salminen et al., 2010), incluindo  a realização de testes de catalase, de hemólise, de 

hidrofobicidade e avaliação de sua: i) segurança, através da determinação da presença de genes 

de virulência, potencial de toxicidade e resistência a antibióticos; ii) estabilidade, através de 

ensaios para determinação de sua capacidade de adesão à parede intestinal e iii) funcionalidade, 

através da avaliação de sua resistência ao ácido estomacal e tolerância à bile. A avaliação da 

atividade antagonista frente a micro-organismos potencialmente patogênicos também é citada 

como um critério utilizado para avaliar uma cepa com potencial probiótico (Sorokulova, 2008). 

A Organização Mundial de Saúde (FAO/OMS, 2002) desenvolveu parâmetros para avaliar 

e caracterizar as cepas com potencial probiótico para aplicação em alimentos. Assim, de acordo 

com a mesma, há a necessidade da realização de testes pré-clínicos, os quais incluem desde a 

adequada identificação das cepas e avaliação de sua segurança e eficácia, através da realização 

de testes in vitro e emprego de modelos animais (determinação de possíveis efeitos benéficos à 

saúde e mecanismos de ação), seguidos da realização de ensaios clínicos em humanos (duplo-

cego, placebo-controlado) (Nithya & Halami, 2013; Maruo et al., 2006; Schillinger, Guigas, & 

Holzapfel, 2005; Sorokulova, 2008). Para a legislação brasileira é necessário fazer a 

caracterização do micro-organismo, sua identificação completa (gênero, espécia e cepa), saber 

sua origem e forma de obtenção, incluindo a informação se é geneticamente modificado, avaliar 

se há produção de toxinas e/ou bacteriocinas, analisar o perfil de resistência a antimicrobianos, 

determinar atividade hemolítica para espécies com potencial hemolítico, apresentar estudos 

disponíveis na literatura com efeitos adversos da cepa, demonstração da eficácia e viabilidade 

no uso, armazenamento e distribuição (ANVISA, 2016). 

Técnicas moleculares (análises genéticas) podem ser utilizadas concomitantemente nas 

etapas de seleção e identificação de cepas não patogênicas, bem como no controle da utilização 
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segura desses micro-organismos como probióticos (Chr-Hansen, 2013; Hong et al., 2005; 

Nithya & Halami, 2012). Diferentes modelos podem ser empregados para determinação da 

viabilidade e da segurança de cepas potencialmente probióticas, como o uso de culturas de 

células ou de condições simuladas do TGI. Para este último, podem ser classificados como: in 

vitro estáticos (fluidos fisiológicos), in vitro dinâmicos (simulando o TGI) e in vivo (animais e 

homem). O primeiro possui a vantagem de ser mais rápido, simples e acessível, porém, não 

leva em consideração a influência da dieta e constituintes não-ácidos da secreção gástrica, além 

de seu tempo e espaço serem variáveis. O segundo, in vitro dinâmico, já se torna mais 

consistente com o teste in vivo, simulando os processos fisiológicos, sendo reproduzível e de 

fácil implantação, além de possibilitar a coleta de amostras em quaisquer etapas do processo 

digestivo. Contudo, este teste não é capaz de simular as interações dos probióticos com a 

microbiota intestinal. O último, in vivo, é o que mais se aproxima das condições reais (seres 

humanos); porém, ainda existem diversas restrições importantes à sua aplicação, 

principalmente aquelas relacionadas às questões éticas (dificuldade de obtenção de amostras 

biológicas), financeiras, entre outras (Roy, 2011). 

Em relação à identificação de uma cepa probiótica, o conhecimento exato da sua taxonomia 

é muito importante, pois a atividade probiótica é cepa-específica. Além disso, as características 

intrísecas de uma determinada cepa, como tolerância ao NaCl, hidrofobicidade, resistência 

térmica, pH ótimo e atividade de água são importantes para o controle de qualidade e para uma 

melhor compreensão de seu(s) mecanismo(s) de ação (Sorokulova, 2008). 

As cepas probióticas esporuladas exigem uma investigação mais aprofundada em relação a 

sua segurança (por ex., determinação da presença de genes de virulência e do potencial de 

genotoxicidade), pois comumente estão envolvidas em surtos de infecções alimentares e/ou 

deterioração de alimentos (Coelho, 2013). 

As técnicas tradicionalmente empregadas para avaliar o potencial probióticos de cepas de 

Bacillus spp. são baseadas na determinação da sobrevivência do probiótico à passagem pelo 

TGI, incluindo a resistência ao ácido gástrico e concentrações fisiológicas de bile. Além disso, 

a investigação da produção de substâncias antimicrobianas, capacidade de adesão às células 

epiteliais, sensibilidade a antibióticos, habilidade de sintetizar diferentes substâncias úteis para 

o homem (antibióticos, enzimas, aminoácidos e vitaminas) e habilidade de co-agregação com 

patógenos, a fim de impedir sua colonização e disseminação pelo tecido intestinal do 

hospedeiro são utilizadas (Patel et al., 2009) 

A Tabela 1 apresenta as etapas necessárias para a adequada caracterização e determinação 

do potencial probiótico de cepas de micro-organismos. 
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Tabela 1. Testes de seleção de cepas probióticas. 

Etapas Testes Objetivos 
Resultado Esperado 

por Probióticos 

Pré-clínico 
(Aspectos 

gerais) 

 
Identificação das cepas 

(presença de genes de virulência) 
 

Avaliar características 
fenotípicas e genotípicas 

das cepas 
 

Cepas não 
patogênicas 

Testes in vitro 

Segurança e estabilidade das cepas 
(potencial invasivo, atividade e viabilidade 
em produtos, resistência a baixo pH, suco 

gástrico, sais biliares, colonização e 
sobrevivência, resistência a antibióticos) 

 

Triagem e seleção de 
cepas 

 
Cepas resistentes aos 

parâmetros 
gastrintestinais e 

sensíveis a 
antibióticos e viáveis 

 

Teste in vivo – 
modelos 
animais 

Funcionalidade e aspectos fisiológicos 
(aderência ao epitélio intestinal, atividade 

antimicrobiana, estimulação e supressão de 
resposta imune, testes sanguíneos) 

 

Avaliar em animais os 
efeitos das cepas 

Cepas funcionais 

Teste in vivo - 
humano 

Funcionalidade e Aspectos fisiológicos 
(efeitos clínicos em voluntários/pacientes) 

 

Avaliar no homem os 
efeitos das cepas 

Cepas funcionais 

Fontes: FAO/WHO 2002; Nithya & Halami, 2013; Salminen et al., 2010; Schillinger et al. 2005; 

Sorokulova, 2008. 

 

A resistência à ação do ácido clorídrico, por exemplo, é importante, pois uma vez dissociado 

é capaz de liberar prótons no meio intracelular da bactéria, interferindo no funcionamento da 

membrana celular, prejudicando processos essenciais à sua sobrevivência. A sensibilidade aos 

sais biliares no intestino delgado, por sua vez, ocorre, principalmente, pela ação detergente 

desses em relação à membrana celular da bactéria, constituída majoritariamente de lipídeos e 

ácidos graxos (Van de Guchte et al., 2002; Costa et al., 2013). 

O antibiograma avalia o perfil de sensibilidade/resistência dos probióticos a diferentes 

antibióticos, selecionando-se aqueles que, eventualmente, poderiam ser administrados ao 

hospedeiro para inativá-los (Da, Chaves, & Partir, 2009). O teste de antagonismo frente a 

patógenos, por sua vez, tem como finalidade identificar produtos metabólicos das bactérias 

probióticas que apresentam atividade antimicrobiana frente a micro-organismos patogênicos, 

bem como determinar seus possíveis mecanismos de ação (Da, Chaves, & Partir, 2009; Huys 

et al., 2013).  

Outras técnicas utilizadas para a caracterização da segurança de espécies esporuladas com 

potencial probiótico incluem o teste de mutação reversa bacteriana (Ames), aberração cromos-

sômica in vitro, estudo de micronúcleos em ratos, avaliação da toxicidade aguda oral em ratos, 
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determinação da toxicidade subcrônica oral (90 dias) em ratos, estudo da irritação aguda dos 

olhos e da pele em camundongos (Endres et al., 2009). 

Na Tabela 2 estão descritos os testes utilizados para a caracterização do potencial patogê-

nico e probiótico de cepas esporuladas. 
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Tabela 2. Testes de avaliação do potencial patogênico e probiótico. 

Tipo Objetivo Princípio Exemplos Referência 

Resistência a 
antibióticos 

 

Avaliar a resistência a 
antibióticos (intrínseca e 

transmissível) 
 

Preparo de uma suspensão de bactérias 
de cultivo recente, inoculação desta na 

superfície de uma placa de Agar Mueller 
Hinton, e adição dos discos de papel 
impregnados com antimicrobianos. 

Avaliar diâmetro dos halos de inibição 

Bacillus indicus HU36 e Bacillus subtilis PY79, HU36 
apresentaram resistência apenas à clindomicina. 

 
Bacillus flexus Hk1 foi resistente a penicilina, 

meticilina e ampicilina. 

(Hong et al., 
2008) 

 

Ausência de 
genes de 

virulência 
 

Evitar qualquer dano à célula 
intestinal e ter 

comportamento semelhante a 
de micro-organismos 
comensais, não sendo, 

portanto, patogênicas ao 
hospedeiro 

 

 
Identificação de plasmídeo já conhecido 

causador de virulência, através do 
emprego de técnica de PCR 

Bacillus clausi e Bacillus pumilus exibiram gene 
produtor da enterotoxina de Bacillus cereus GN105, 

utilizada como padrão. 
 

Bacillus indicus HU36 e Bacillus subtilis PY79 não 
apresentaram genes de virulência para a produção de 

enterotoxina, hemólise ou produção de lecitinase. 
 

(Fakhry et al., 
2008; Gama, 

2008; Huys et al., 
2013) 

 
 
 

(Hong et al., 
2008). 

 
Ensaio de 

mutação reversa 
bacteriana 

(Ames) 
 
 

Detecta mutações nas 
estirpes de ensaio, 

restaurando a capacidade 
funcional das bactérias 
sintetizarem um ácido 

essencial 

Detecção visual de colônias bacterianas 
que se formam em meio nutriente de 

composição definida 

Bacillus coagulans BC30 da Ganeden não apresentou 
mutagenicidade ou genotoxicidade. 

(Endres et al., 
2009) 

 
Ensaio do 

micronúcleo 
Identificar substâncias que 
causam danos citogênicos 

Detecta substâncias mutagênicas que 
quebram os cromossomos ou que 

interferem na formação do fuso mitótico, 
alterando a distribuição equitativa dos 
cromossomos durante a divisão celular 

Teste de 
aberração 

cromossômica 
 

Avaliar a toxicidade in vitro 
ou in vivo  

Identificação de agentes ou substâncias 
que causam ou induzem aberrações 

cromossômicas estruturais nas células 
somáticas de mamíferos em meios de 

cultura 
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Resistência à 
acidez 

Tolerância à bile 
 

Determinar a viabilidade do 
micro-organismo probiótico 
ao passar pelo estômago e 

intestino 
 

Utilização de soluções artificiais gástrica 
e entérica para avaliar a sobrevivência de 

cepas probióticas incubadas à 
temperatura similar àquela verificada no 

organismo humano 

Bacillus subtilis Ec1 apresentou viabilidade 
determinada em 85% em pH 3 durante o período de 
incubação de 3 horas e em 0,3% de ácidos biliares 

 
Bacillus coagulans são sensíveis a pH 2-3, mas 

tolerante a sais biliares na concentração de 0,3%. 
 

No tempo de 1,5 e 3 horas Sporolactobacillus inulinus 
BCRC 14647 apresentou menor viabilidade quando 

testado em pH mais baixo; contudo, sua forma 
esporulada resistiu à bile mais do que sua forma 

vegetativa 
 

B. subtilis MA139 apresentou resistência a pH 2 e 
0,3% de sais biliares 

(Nithya & 
Halami, 2012) 

 
 
 

 (Hong et al., 
2005) 

 
 
 

(Huang et al., 
2007) 

 
 
 

(Guo, Li, Lu, 
Piao, & Chen, 

2006) 
 

Aderência ao 
epitélio 

intestinal 
 

Avaliar a capacidade de 
adesão às celulas intestinais e 

atuação na microbiota 
intestinal 

 

 
A forma vegetativa de Bacillus subtilis e Bacillus 

clausii foram encontradas no intestino após a 
inoculação de seus esporos 

Spinosa et al., 
(2000) 
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Atividade 
antagonista 

contra micro-
organismos 
patogênicos 

 

Avaliar a inibição de 
patógenos entéricos 

 

Produção de toxinas e competição por 
sítios de adesão ou nutriente 

Sporolactobacillus inulinus BCRC 14647 apresentou 
ação antagonista frente a Salmonella Enteritidis, 

embora a substância antimicrobiana produzida não 
tenha sido determinada  

 
Bacillus licheniformis Me1 e Bacillus subtilis Bn1 

inibiram Listeria monocitogenes ScottA, 
Staphylococcus aureus FRI722, Salmonella boydii, 
Bacillus cereus F4433, Salmonella typhi FB231 e 

Micrococcus luteus ATCC9341. 
 
Bacillus subtilis NC11 apresentou proteção frente ao 
mecanismo de infecção de Salmonella enteriditis por 
meio da exclusão competitiva por sítios de adesão ao 

epitélio intestinal e produção de substâncias 
antimicrobianas não determinadas 

 
B. subtilis 3 exerceu atividade antagonística in vitro 

contra H. Pylori, a qual está relacionada à presença de 
amicoumacina A 

 
Esporos de Bacillus cereus Cenbiot inibiram  

Escherichia coli e Yersinia pseudotuberculosis; por 
outro lado, o potencial probiótico não foi inibido por 

antibióticos testados em baixas concentrações 
 

Bacillus pumilus inibiu Bacillus cereus GT1 e S. 
aureus S1 em queijo através da atividade de 

bacteriocinas. 
 

(Huang et al., 
2007). 

 
 
 

(Thirabunyanon 
& Thongwittaya, 

2012) 
 
 
 

(Pinchuk et al., 
2001) 

 
 
 

(Abdou, Awny, & 
Abou Zeid, 2012) 
 

 
 

(Gil-Turnes, 
1999) 

 
 
 

(Guo et al., 2006)  
 

Modelos 
animais 

Avaliar a toxicidade aguda e 
crônica 

Avaliar a irritabilidade 
Caracterizar, 

funcionalmente, as cepas 

Avaliação dos efeitos dos probióticos em 
um organismo vivo, em um órgão ou 

tecido isolado 

Bacillus coagulans da GanedenBC30 não apresentou 
nenhuma evidência de mutagenicidade e 

genotoxicidade. Além disso, nenhuma morbidade, 
mortalidade ou sintomas clínicos foram identificados 

após a ingestão aguda ou crônica, determinados 
através de testes de toxicidade  

 
Nos testes de toxicidade, somente B. indicus HU36 foi 

testado e não apresentou nenhuma modificação no 

 
(Endres et al., 

2009)  
 
 
 
 

(Hong et al., 
2008) 
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estado geral de saúde dos animais, não alterou a 
ingestão de alimentos, nem levou a modificações no 
comportamento dos mesmos. Além disso, não houve 

translocação bacteriana de patógenos 
 
 

Não foi relatado nenhum caso de mortalidade ou 
doença relacionados à ingestão do probiótico B. 

lincheniformis Me1.  Além disso, não foi observado 
nenhum efeito genotóxico 

 
 
 
 

(Thirabunyanon 
& Thongwittaya, 

2012) 
 

Estudo duplo 
cego, 

randomizado, 
placebo-controle 

- homem 

Caracterizar, 
funcionalmente, as cepas 

Avaliar benefícios à saúde 

Avaliar parâmetros clínicos e e 
biológicos em homens 

(voluntários/pacientes) para determinar a 
segurança e eficácia no uso da cepa 

probiótica 

Bacillus coagulans BC30 melhorou os sintomas de 
síndrome do intestino irritado, como inchaço e dores 

abdominais 
 

Bacillus subtilis ATCC 9799 reduziu a frequência de 
infecções no trato urinário em pacientes idosos com 

fluxo urinário lento 
 

Bacillus clausii exibiu bons resultados em estudo 
piloto no tratamento de crianças diagnosticadas com 

infecções respiratórias 

Dolin (2009) 
 
 

    Meroni et 
al.(1983) 
 
(Marseglia et al., 

2007) 
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Apesar de seu potencial para aplicação como probióticos, os esporos de Bacillus spp. são 

de difícil controle no processamento de alimentos, os quais podem germinar e deteriorar o ali-

mento antes que eles possam ser ingeridos e promover benefícios à saúde do consumidor. No 

entanto, ainda se discute o consumo desses micro-organismos em relação à segurança dos ali-

mentos e à saúde dos consumidores, assim como a eficiência das doses a serem utilizadas 

(Mongkolthanaruk, 2012), uma vez que não são habitantes normais do trato gastrintestinal 

(TGI) (Sanders et al., 2003; Spinosa et al., 2000). Contudo, uma vez que espécies do gênero 

Bacillus podem ser encontradas em praticamente todos os ambientes, isso também indicaria 

que, inevitavelmente, estejam presentes nos alimentos. Portanto, algumas pesquisas indicam 

que Bacillus spp. podem ser componentes naturais da microbiota intestinal humana, conse-

guindo alcançar o organismo de pessoas saudáveis por meio da ingestão de água e alimentos, 

além do contato com o próprio ar (Sorokulova, 2008). 

O número de pesquisas na área de alimentos em relação ao uso de probióticos esporulados 

tem crescido, porém ainda tímida. Os esporos probióticos além de serem mais resistentes aos 

tratamentos de conservação e processamento mais agressivos, também possuem uma vida útil 

maior em comparação àqueles tradicionalmente estudados/utilizados (Endres et al., 2009; Jao 

et al., 2011; Jafari et al., 2017; Keller et al., 2010). Dessa forma, o uso de probióticos 

esporulados pode reduzir  os custos de sua produção e distribuição, além de aumentar a 

confiabilidade do processo em que são empregados (Foligné, Daniel, & Pot, 2013). Portanto, 

esses micro-organismos possuem potencial para serem empregados em alimentos, 

principalmente aqueles que apresentam etapas de estresse (físico-químico) durante o 

processamento. É importante ressaltar que as cepas esporuladas probióticas do gênero Bacillus 

devem possuir o status GRAS (Generally Recognized as Safe), o qual é obtido após realização 

de testes in vitro e in vivo, Assim, apenas essas cepas podem ser utilizadas para aplicações 

industriais e tecnológicas (Hong et al., 2005; Pande, Bagad, Dubey, & Ghosh, 2012; Salminen 

et al., 1998). 

 

5. Forma de apresentação e aplicações dos probióticos esporulados  

Os probióticos esporulados podem ser encontrados e utilizados de diferentes formas. 

Atualmente, são amplamente produzidos por indústrias farmacêuticas, sendo empregados na 

área médica na forma de medicamentos biológicos, bem como utilizados pela indústria de 

rações animais, na forma de suplementos alimentares e mais recentemente na indústria de 

alimentos (Cutting, 2011; Sanders et al., 2003). 
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5.1. Probióticos Esporulados como Medicamentos Biológicos 

O crescimento da utilização de produtos nutracêuticos tornou os probióticos mais 

disponíveis no mercado em diversas formas farmacêuticas (Ranadheera, Baines, & Adams, 

2010). Atualmente, observa-se um crescimento do consumo de probióticos veiculados na forma 

de medicamentos biológicos para consumo humano (Sreeja & Prajapati, 2013). Esses são 

encontrados em diferentes maneiras, dentre as quais destacam-se cápsulas, sachês, tabletes, 

grânulos, comprimidos mastigáveis e suspensões líquidas ou lifiolizadas (Aureli, Fiore, 

Scalfaro, Casale, & Franciosa, 2010; Hong et al., 2005). Os diversos benefícios à saúde 

associados ao seu consumo e a possibilidade de alta rentabilidade aos produtores têm atraído 

cada vez mais o interesse da indústria farmacêutica para a produção de probióticos (Pande et 

al., 2012). 

Uma grande parte dos probióticos comerciais são lifiolizados e veiculados em 

microcápsulas, as quais são capazes de protegê-lo durante o processo tecnológico, auxiliando 

no controle da oxidação, proporcionando sua liberação controlada, além de poder mascarar 

odores, sabores ou cores e proteger as células durante a passagem pelo TGI (Pande et al., 2012). 

Na área médica, os tabletes de probióticos são comparativamente mais vantajosos em 

relação a outras formas farmacêuticas, uma vez que podem ser comercializados em dose 

unitária. Além disso, os tabletes possuem baixo teor de umidade, propiciando melhor 

estabilidade dos micro-organismos probióticos durante a vida de prateleira; além disso, 

protegem-os frente à ação do suco gástrico. Finalmente, é uma das formas mais bem-aceita 

pelos pacientes (Pande et al., 2012). 

Tanto para as cápsulas quanto para os tabletes, é importante escolher bem o material de 

revestimento do micro-organismo, pois esse interfere na sua proteção efetiva. Assim, polímeros 

formadores de gel têm sido amplamente utilizados por conferirem maior tolerância ao pH ácido 

do estômago (Pande et al., 2012). 

Probióticos veiculados em pó têm sido comercializados como medicamentos biológicos 

contendo uma mistura de cepas e/ou espécies probióticas, além de prebióticos para assegurar a 

viabilidade desses micro-organismos. Três tipos de probióticos são disponibilizados 

comercialmente, incluindo: culturas desidratadas, pós de fluxo livre e pós para formas de 

dosagem unitária, como cápsulas, sachês ou comprimidos. Alguns sachês contendo probióticos 

podem ser reidratados e utilizados na forma de soluções orais para o tratamento de diarréia em 

crianças (Pande et al., 2012; Sreeja & Prajapati, 2013). Cremes contendo probióticos 

liofiolizados também podem ser utilizados para o tratamento de infecções vaginais (Pande et 

al., 2012). 
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Apesar de todos os esforços, ainda é difícil determinar, com absoluta certeza, quais cepas 

probióticas adicionadas em alimentos ou veiculados como medicamentos biológicos agem de 

maneira mais eficiente na prevenção ou tratamento de doenças. Essa avaliação ainda é pouco 

explorada, pois as respostas dependem, sobremaneira, da cepa, dosagem, tempo de intervenção 

e condição estudada (Homayoni Rad et al., 2012).  

De qualquer maneira, sabe-se que a eficácia do micro-organismo probiótico ingerido por 

meio do consumo de medicamentos biológicos difere em relação àquela obtida com o consumo 

de alimentos probióticos uma vez que, no primeiro caso, há exclusão do efeito potencial 

sinérgico atribuído à matriz alimentícia (Ranadheera et al., 2010). Por outro lado, os estresses 

relacionados a manufatura dos medicamentos tais como descongelamento, liofilização, 

homogeneização, mudança de pH, teores de oxigênio e umidade, bem como a variação de 

temperatura no preparo de cepas probióticas para sua utilização como medicamento podem 

afetar sua estabilidade e viabilidade (Pande et al.,2012). 

Ao contrário dos medicamentos, a maioria dos alimentos protegem os micro-organismos 

probióticos durante a passagem pelo TGI; além disso, a matriz alimentícia fornece-lhes 

nutrientes, favorecendo sua viabilidade. Porém, atualmente, a maioria dos probióticos 

esporulados apresenta-se na forma de medicamentos biológicos para consumo humano (Tabela 

3). Isso pode estar relacionado à facilidade de produção e à adequada estabilidade do produto 

final, e doses bem estabelecidas (Cutting, 2011). 

Bacillus clausii (enterogermina) é utilizado para a prevenção da diarréia infantil e para o 

fortalecimento da imunidade celular em crianças alérgicas; além disso, poder ser utilizado no 

tratamento de infecção respiratória e em terapias para combater Helicobacter pylori (Cutting, 

2011). Bacillus coagulans Ganeden BC30, por sua vez, tem sido estudado como adjunto no 

tratamento de artrite reumatóide em seres humanos (Mandel et al., 2010). Finalmente, o 

consumo de Bacillus subtilis natto está associado à estimulação do sistema imune (Hosoi and 

Kiuchi, 2004). 

Na Tabela 3 estão indicados os principais probióticos esporulados comercializados para 

consumo humano. 
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Tabela 3. Probióticos esporulados comerciais para uso humano. 
 

 
Produto 

 
Fabricante Características Espécie/Dosagem 

Bactisubtil 

Originalmente produzido por Marion Merrell Dow Laboratories (Levallois-
Perret, França), mas também pela Hoechst e depois Aventis Pharma. 
Também citado como sendo produzido por Casella-Med, Colônia, 

Alemanha. 

 
Cápsula transportando 1·109 esporos 
de Bacillus cereus 5832b IP tensão 

(ATCC 14893) 

Bibactyl Tendiphar Corporation, Ho Chi Minh City, Vietnã  
Sachês (1 g) contendo 107-108 

esporos de B. subtilis. 

Bidisubtilis 
Bidiphar. Binh Dinh Companhia de Equipamentos Farmacêuticos e Médicos, 

498 Nguyen Thai Hoc, Qui 
Nhon, Vietnã 

 
Sachês com 1·106 de esporos de B. 

subtilis. 

Biosporin Biofarm, Dniepropetrovsk, Ucrânia 
Originalmente isolado a partir 

de ração animal 

Biosporin é uma mistura de duas 
estirpes bactérias B. subtilis 2335 (às 

vezes 
referida como B. subtilis 3) e B. 

licheniformis 2336 (proporção é de 
3:1). 

 

Biosubtyl I e II Companhia Biophar, Da Lat, Vietnã 

Produto etiquetado como B. 
subtilis. 

A estirpe está estreitamente 
relacionada por análise 16S 

rRNA para IP 5832 utilizado 
em Bactisubtil. 

Sachê (1 g) com 106-107 de esporos 
de B. cereus misturado com tapioca. 

Biosubtyl DL IVAC, 18 Le Hong Phong, Da Lat, Vietnã.  
Sachê(1g) com 107–108 UFC de B. 

subtilis e LactoBacillus acidophilus. 

Biovicerin 
Geyer Medicamentos S. A. Porto Alegre, RS,Brasil 

http://www.geyermed.com 
 

B. cereus em suspensão GM de 106 

esporos por  ml_1 

Bispan Binex Co. Ltd, Busan, Coréia do Sul www.bi-nex.com  
Tablete contendo esporos (1,7 ·  107) 

de B. polyfermenticus SCDD 

Domuvar 
BioProgress SpA, Anagni, Itália 

http://www.giofil.it 
Não mais comercializado 

1 ·  109 esporos de Bacillus clausii em 
suspensão , identificado como B. 

subtilis 

Enterogermina 
Sanofi Winthrop SpA , Milão, Itália 

www.automedicazione.it 
Pelo menos quatro diferentes 

cepas de 
Vial (5 ml) transportando 1 ·  106 

esporos de B. clausii em suspensão . 

http://www.geyermed.com/
http://www.bi-nex.com/
http://www.giofil.it/
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B. clausii presente e o produto 
originalmente rotulado como 

transportando B. subtilis 

Flora-Balance 
Flora -Balance , Montana, EUA 

www.flora - balance.com 
 

Cápsulas rotuladas Bacillus 
laterosporus 

BODd mas contendo BrevoBacillus 
laterosporus BOD 

Lactipan Plus Instituto Italiano Biochimico SpA, Milão, Itália  
Cápsula de esporos de Bacillus 
subtilis com 2·109 esporos de 

LactoBacillus sporogenes. 

Lactospore 

 
Sabinsa Corp, Piscataway, NJ, EUA 

www.sabinsa.com 
 

 B. coagulans 6-15 ·  109.g-1 

 
Medilac-Vita 

 
Hanmi Pharmaceutical Co. Ltd., Beijing, China 

http://www.hanmi.co.kr 
 

B. subtilis estirpe RO179 (em 108.g- 

1) em 
combinação com o Enterococcus 

faecium 

Nature’s First 
Food 

Nature’s First Law, San Diego, CA, USA http://www.rawfood.com  

42 espécies listadas como 
probióticos, incluindo: B. subtilis, 

B.polymyxad B.pumilus e B. 
laterosporusd 

Neolactoflorence Newpharma S.r.l., Milão, Itália 
O nome válido é B. clausii 
para L.sporogenes, e é uma 

cepa de B. subtilis 

Mistura de bactérias láticas incluindo 
L. acidophilus, B. bifidum e 

L.sporogenesd 
L.sporogenes à 3.3 ·  105 UFC. g- 1 

Pastylbio Instituto Pasteur de Ho Chi Minh, no Vietnã  
Sachês (1 g) com 108 esporos de B. 

subtilis. 

Primal Defense 
Garden of Life 

http://www.thehomeostasisprotocol.com/mall/ 
Primal-defense/article3.htm 

 
Cápsulas com 14 componentes 

bacterianos, incluindo 
B. subtilis e B. licheniformis. 

Subtyl 
Mekophar, Pharmaceutical Factory No. 24, 

Ho Chi Minh City, Vietnã 
Produto rotulado como 
portador de B. subtilis 

Cápsula 106-107 esporos de B. 
cereus var vietnami 

Bio-Kult 
Protexin Health Care, Reino Unido 

http://www.bio-kult.com 
 

B. subtilis é um componente de 14 
cepas neste probiótico. 

 

http://www.sabinsa.com/
http://www.hanmi.co.kr/
http://www.rawfood.com/
http://www.bio-kult.com/
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Sustenex 
Ganeden Biotech Inc., Ohio, USA 

www.sustenex.com 

Esta é uma cepa patenteada 
que tem aprovação GRAS nos 

EUA 
B. coagulans GanedenBC30 6086 

Natto  

Vendido como um lanche com 
soja secos revestidos com um 
fino pó branco de B. subtilis 

var. Natto 

 

ProDura Nebraska Cultures  
Esporos de Bacillus clausii 

lifiolizados NLT  2. 1011 UFC por 
grama 

Mega sporebiotic 
Physicians Exclusive 1332 Waukegan Road 

Glenview, IL 
www.gomegaspore.com 

 

Mistura de esporos de Bacillus 
clausii, Bacillus licheniformis, 

Bacillus indicus HU36, Bacillus 
clausii e Bacillus subtilis HU58 

Anabio CL 
ANABIO R&D JSC, Hanoi, Vietnam 

http://www.anabio.com.vn 
 

Ampola com 5 ml de líquido de 
suspensão de 2 mil milhões de 

esporos de Bacillus clausii 

Omega Probiotic Nordic Naturals  
2 bilhões de células viáveis de 

Bacillus coagulans 
Fonte: (Cutting, 2011; Hong et al., 2005) 

 

http://www.sustenex.com/
http://www.gomegaspore.com/
http://www.anabio.com.vn/
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5.2.Probióticos Esporulados em Ração Animal 

O uso de probióticos na alimentação animal tem como finalidade substituir ou ser 

empregado concomitantemente ao uso de antibióticos para tratamento de infecções bacterianas. 

O uso de alguns antibióticos foi banido devido à sua aplicação exacerbada, levando à seleção 

de cepas patogênicas resistentes, as quais podem ser prejudiciais para a saúde do animal e, 

consequentemente, para a segurança dos alimentos de origem animal consumidos pelos seres 

humanos (Gaggìa, Mattarelli, & Biavati, 2010). Além disso, os resíduos desses antibióticos 

presentes em produtos animais podem ser alergênicos ou tóxicos para o consumo humano 

(Zuanon et al., 1998). Portanto, os probióticos podem representar uma boa alternativa para um 

controle mais adequado da morbidade e mortalidade associadas às infecções entéricas e, 

consequentemente, melhorar o desempenho do animal (crescimento e eficiência alimentar), ao 

modular o ambiente do TGI (Cartman & Ragione, 2004; Gaggìa et al., 2010). 

Os probióticos mais utilizados para a alimentação animal são aqueles pertencentes aos 

gêneros Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus e Saccharomyces (Gaggìa et al., 2010). 

Lactobacillus apresenta uma longa história de uso seguro, especialmente por serem habitantes 

do intestino humano e de animais, destacando-se as espécies L. acidophilus, L.amylolyticus, L. 

alimentarius, L. casei, L. fermentum, L. plantarum e L. salivarius. Por outro lado,  Enterococcus 

faecium é o micro-organismos mais prevalente no TGI de animais e algumas cepas são 

potencialmente probióticas. Contudo, há controvérsias quanto à sua utilização segura como 

cultura probiótica. Em relação à levedura Saccharomyces, destacam-se as espécies com 

potencial probiótico S. cerevisiae (S. boloulardii) e S. pastorianus (S. carlsbergensis) (Gaggìa 

et al., 2010). As espécies mais conhecidas de Bacillus utilizadas como probióticos na 

alimentação animal são B. cereus var toyoi, B. licheniformis e B. subtilis.  

Finalmente, é importante ressaltar que esporos bacterianos têm sido frequentemente 

utilizados como probióticos em rações animais e estão relacionados à melhora do estado de 

saúde e desempenho de animais. Além disso, os esporos bacterianos, devido a suas 

características intrínsecas apresentam elevada resistência à peletização pelo calor e podem ser 

armazenados, mantendo suas características originais, durante longos períodos. Assim, quando 

adicionados a rações animais, resultam em um produto comercial de características 

interessantes (Cartman and Ragione, 2004; Simon, 2005). De acordo com Simon (2005), a 

recuperação de Bacillus cereus toyoi após o processo de peletização realizado a 87°C foi 

determinada em 95%, sendo que após 8 semanas de armazenamento, esta taxa correspondeu a 

92%. Ainda segundo os autores, células vegetativas desidratadas de E. faecium, por sua vez, 
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mostraram-se mais sensíveis frente ao tratamento térmico utilizado e, após 8 semana de 

armazenamento, sua taxa de inativação foi de aproximadamente 50%.  

Os probióticos podem ser administrados de diversas formas a animais. Assim, esses micro-

organismos podem ser veiculados como medicamentos digestivos, produtos de higiene oral 

para animais de estimação, neutralizadores de odor de urina de cachorro, adicionados na água 

de tanques de peixes e suplementos alimentares para animais de fazenda (porco, aves, cavalos, 

ruminantes) (Foligné et al., 2013). 

Há cada vez mais pesquisas com o uso de probióticos para reduzir a carga de agentes 

patogênicos e melhorar os sintomas de doenças do TGI em porcos (Homayoni Rad et al., 2012). 

Bacillus licheninformis DSM 5749 e B. subtilis DSM 5750, presentes no produto BioPlus2, são 

comumente associados à redução da morbidade e mortalidade em porcos, promovendo seu 

ganho de peso e melhorando a qualidade de suas carcaças (Gaggìa et al., 2010). 

O uso de probióticos em aves está estritamente associado ao conceito de exclusão 

competitiva (EC). Desde as primeiras aplicações em pintos, vários experimentos com culturas 

probióticas têm sido realizados com sucesso para controlar e reduzir a colonização por 

Salmonella (Homayoni Rad et al., 2012). A adição de prebiótico fosfoligossacarídeos e Bacillus 

subtilis à dieta de frangos melhorou a taxa de conversão alimentar, bem como o ganho de peso 

desses animais e reduziu a incidência de diarréia e a taxa de mortalidade, em comparação com 

a utilização do antibiótico aureomicina (Li et al., 2008; Homayoni Rad et al., 2012).  

A aplicação de probióticos pode potencializar a atividade de aquicultura, pois oferece 

alternativas viáveis para a geração de um produto de alta qualidade em termos de peso, tempo 

de produção e saúde (Martínez Cruz, Ibáñez, Monroy Hermosillo, & Ramírez Saad, 2012). Na 

aquicultura, os probióticos têm como principais objetivos colonizar os peixes e realizar o 

controle biológico de patógenos no TGI, além de promover o crescimento desses animais 

(Chaucheyras-Durand e Durand, 2010). Esporos de Bacillus cereus var toyoi foram adicionados 

a rações para aumentar a taxa de crescimento do peixe Seriola quinqueradiata (Martínez Cruz, 

Ibáñez, Monroy Hermosillo, & Ramírez Saad, 2012). Esse mesmo micro-organismo também 

foi testado quanto à redução da carga microbiana de Vibrio spp. em viveiros de camarão 

(Martínez Cruz, Ibáñez, Monroy Hermosillo, & Ramírez Saad, 2012). Bacillus spp. foi avaliado 

quanto à habilidade de aumentar a produtividade do peixe Penaeus monodon e melhorar a 

qualidade química da água, verificando-se que reduziu a concentração de amoníaco e nitrito da 

água (Mello, 2012). 



44 
 

Os probióticos esporulados são introduzidos nas rações animais na forma liofilizada ainda 

durante a etapa de processamento ou na forma de aditivos alimentares, misturados após o 

processamento da ração com intenção de melhorar o crescimento dos animas. Produtos 

comerciais como Lactopure (“Pharmed Medicare”), contendo B. coagulans e Biosporin, 

Subalin e Gynesporin (“Zabolotny Institute of Microbiology and Virology”, Ucrânia) contendo 

B. subtilis e combinações de cepas de Bacillus são utilizados para uso animal (Hong et a., 2005). 

 

5.3. Probióticos Esporulados em Alimentos destinado ao consumo humano 

Os alimentos são veículos ideais para probióticos para consumo humano. É possível 

afirmar que os alimentos são melhores carreadores de probióticos do que os suplementos, uma 

vez que a maioria dos alimentos protegem os probióticos durante a passagem pelo TGI, o que 

está relacionado às suas propriedades tamponantes e e à presença de nutrientes que podem ser 

utilizados pelos micro-organismos (Ranadheera et al., 2010). Na verdade, a multiplicação e a 

sobrevivência dos probióticos também são afetadas pelas propriedades físico-químicas das 

matrizes alimentares. Assim, além de fornecer nutrientes vitais para a manutenção da 

viabilidade e atividade metabólica dos probióticos, os alimentos podem conter compostos 

prebióticos, os quais podem influenciar positivamente a viabilidade e a funcionalidade dos 

micro-organismos benéficos (Homayoni Rad et al., 2012; Makinen et al., 2012; Ranadheera et 

al., 2010). 

A aplicação das cepas probióticas esporuladas em alimentos é algo recente e ainda não são 

concorrentes com os produtos adicionados de probióticos tradicionais (Jao et al., 2011; Jafari 

et al., 2017). A preocupação com o estado metabólico desses micro-organismos na deterioração 

dos alimentos é um fator importante. Assim, os probióticos esporulados não devem germinar 

na matriz alimentar, pois podem deteriorar o alimento se houver condições favoráveis. Portanto, 

a escolha da matriz alimentar é dependente da espécie ou da cepa utilizada como probiótico 

(Ranadheera et al., 2010).  

Bacillus coagulans GanedenBC30, patenteado pela empresa Ganeden Biotech, foi utilizado 

como cepa para a elaboração de pão probiótico pela empresa Heinen's (Cleveland, Ohio, USA) 

,a qual garante que a ingestão diária de uma fatia desse produto fornece uma dose suficiente de 

probióticos que leva a efeitos benefícios, como melhora da saúde intestinal e modulação do 

sistema imune (Clevel Endres et al., 2009). Essa cepa probiótica está presente em diversos tipos 

de alimentos, incluindo chás, sucos, biscoitos, cereais, café, sorvete, suplemento dietético e 

alimentar, chocolate, cappucino, pães, iogurtes, farinhas, condimentos, barras de cereais, todos 

comercializados fora do Brasil. Sua ampla aplicação em diversos alimentos está relacionada à 
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elevada resistência de seus esporos a diferentes processamentos, tais quais alta temperatura, 

congelamento, desidratação, forneamento, entre outros (Keller et al., 2010). 

De acordo com um estudo publicado por Jao et al. (2011), foi demonstrada a redução da 

viabilidade do probiótico Bacillus coagulans da Ganeden BC30 adicionado a diferentes 

produtos de panificação armazenados em temperatura ambiente, os quais exibiram variação de 

valores de pH e índices de acidez. Ainda de acordo com mesmos autores, quando os produtos 

desidratados foram mantidos sob refrigeração (4ºC), observou-se um maior tempo de 

viabilidade da cultura microbiana, devido à presença de um ambiente desfavorável para 

germinação dos esporos.  

 

6. Aspectos tecnológicos da aplicação de probióticos esporulados em alimentos 

A suplementação de alimentos processados com micro-organismos probióticos é uma 

realidade na indústria de alimentos, e vem ao encontro das necessidades do consumidor 

moderno, o qual procura no alimento não apenas uma fonte de nutrientes para a manutenção 

das funções vitais do organismo, mas também efeitos adicionais benéficos à saúde (Granato, 

Branco, Cruz, Faria, & Shah, 2010). 

Independente da matriz alimentícia utilizada, limitações têm sido observadas no que diz 

respeito à adição de bactérias probióticas. Restrições impostas a etapas de tratamento térmico, 

as quais são rotineiramente utilizadas pelas indústrias alimentícias para assegurar a segurança 

microbiológica do produto final e, consequentemente, prevenir riscos à saúde do consumidor, 

têm sido descritas (Ranadheera et al., 2010). De fato, no mundo, as principais cepas probióticas 

utilizadas em produtos alimentícios pertencem aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium 

(Heller, 2001) as quais apresentam limitada capacidade proteolítica, baixa tolerância a valores 

baixos de pH e elevados níveis de oxigênio (Komatsu, Carolina, Buriti, Marta, & Saad, 2008), 

além de não formarem esporos, o que as torna altamente susceptíveis às temperaturas 

normalmente utilizadas no processamento industrial de alimentos, sendo necessária, algumas 

vezes, a realização de adaptações na rotina industrial.  

A adição de Bacillus probióticos abre perspectivas para a ampliação da gama de matrizes 

alimentícias que podem ser utilizadas como veículos de bactérias probióticas. Além da 

capacidade de formação de esporos, os Bacillus são aeróbios ou anaeróbios facultativos, o que 

torna mínima a preocupação com o gás oxigênio, o qual é capaz de permear os sistemas de 

embalagens plásticas (Cruz et al., 2013). Nesse contexto, produtos alimentícios que são 

submetidos a tratamentos térmicos drásticos (elevados binômios tempo/temperatura) ao longo 
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do seu processamento, incluindo queijos processados, pães e biscoitos, sucos e bebidas lácteas 

UHT, patês e conservas cárneos, passam a ser potenciais candidatos a adquirem o status de 

alimento probiótico.  

Entretanto, algumas considerações gerais fazem-se pertinentes, quando se deseja 

desenvolver um alimento processado suplementado com uma cepa Bacillus comprovadamente 

probiótica. Dentre elas, o nível de inóculo a ser adicionado e a maneira como deve ser realizado 

no produto, bem como possíveis  interações com outras cepas probióticas (Sorokulova, 2013).  

Em primeiro lugar, a quantidade de inóculo a ser adicionada no produto alimentício deve 

ser otimizada através de testes preliminares. Embora elevados inóculos estejam dentro da faixa 

recomendada para que o(s) micro-organismo exerça(m) efeito(s) benéfíco(s) à saúde do 

consumidor, esses podem, simultaneamente, funcionar como agente deteriorante para o produto 

ao longo de seu período de armazenamento, prejudicando seus atributos sensoriais como 

aparência, sabor e textura. Isso implica, de forma resumida, que ao serem testadas diferentes 

quantidades da cepa de Bacillus que se deseja inocular no alimento, deve-se realizar 

monitoramento periódico da sua viabilidade durante todo o período proposto de vida de 

prateleira a fim de se averiguar se ocorrerá a germinação dos seus esporos ao longo da 

estocagem do produto (Cutting, 2011). 

É importante salientar que, normalmente, as culturas probióticas esporuladas são 

comercializadas na forma liofilizada para adição direta no tanque de processamento (direct vat 

set, DVS). Sendo assim, é de se esperar que, ao entrarem em contato com o alimento, elas se 

desenvolvam e atinjam níveis quantitativos suficientes para compensar eventuais perdas ao 

longo das etapas de estresse presentes durante o  processamento industrial. Dado que as 

temperaturas normalmente utilizadas nas etapas de tratamento térmico são suficientes para a 

ativação e consequente germinação dos esporos de Bacillus, novamente recomenda-se a 

execução de experimentos prévios empregando-se diferentes quantidades iniciais de esporos de 

Bacillus e enumerando suas populações imediatamente após terem sido expostos às condições 

normais de tratamento térmico presentes no processamento do produto alimentício. Assim, será 

possível determinar a quantidade de esporos de Bacillus viável imediatamente após a execução 

daquela etapa (Cutting, 2011).  

De fato, em um produto alimentício, é interessante a manutenção da viabilidade de esporos 

de Bacillus spp. com populações próximas àquelas inoculadas inicialmente, sem que ocorra sua 

germinação, mantendo viável até a sua chegada no intestino. 

Assim, é imprescindível ressaltar a necessidade de um monitoramento rígido das condições 

de armazenamento do produto alimentício, visto que o abuso dessas condições pode 
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proporcionar a germinação dos esporos, o que contribui de forma negativa para a qualidade do 

produto alimentício (Cutting, 2011). Finalmente, é recomendado como para qualquer outro 

produto alimentício, a realização de testes sensoriais ao longo do período de armazenamento 

do produto – de preferência no início e ao final de sua vida de prateleira a fim de verificar se a 

cepa probiótica é capaz de interferir nos atributos sensoriais do produto. Como regra geral, um 

produto probiótico deve apresentar características sensoriais similares em relação ao seu 

produto convencional (Cruz et al., 2010). 

Recentemente, o desenvolvimento de novos alimentos probióticos tem despertado muito 

interesse e, assim, a indústria de alimentos tem investido maciçamente no desenvolvimento de 

novos produtos, incluindo sorvetes, queijos, chocolates, bebidas, cereais e produtos hortícolas 

(Homayoni Rad et al., 2012). É importante que o produto probiótico seja utilizado no dia-a-dia 

do consumidor para que a ingestão desses micro-organismos ocorra de maneira contínua e leve 

aos efeitos benéficos almejados (Ranadheera et al., 2010). 

 

6.1. Produtos lácteos 

Tradicionalmente, entre os consumidores de todo mundo, os produtos lácteos constituem a 

classe de alimentos líder/mais popular para a adição de cepas probióticas devido à sua boa 

aceitação, por ser um produto nutritivo e que promova bem-estar (Cruz, Faria, & Van Dender, 

2007; Heller, 2001), além de razões tecnológicas intrínsecas ao seu processamento, como a 

existência de uma etapa de fermentação, a qual tornou a etapa de adição da(s) cultura(s) 

probiótica(s) uma questão de fácil solução para as indústrias produtoras desses alimentos 

(Granato et al., 2010). De fato, inúmeros benefícios são atribuídos à ingestão de produtos 

lácteos contendo bactérias probióticas, como melhora do sistema imune, dos níveis do perfil 

lipídico, efeitos antioxidantes ao corpo, devido à presença de antioxidantes encontrados nas 

formulações (quando adicionada frutas) e prevenções de hipertensão (Lollo et al., 2012; Lollo 

et al., 2013; Lollo et al., 2015).  

A adição de Bacillus probióticos a produtos lácteos, como o iogurte, pode representar uma 

vantagem interessante, devido à boa tolerância de seus esporos a baixos valores de pH da 

fermentação, tornando-se uma vantagem, evitando reduão de sua viabilidade devido aos ácidos 

liberados por Lactobacillus bulgaricus (cultura starters) presente nesse alimento, o qual torna-

se difícil a existência de alguns micro-organismos probióticos sensíveis à acidez ao longo da 

estocagem do produto (Lollo et al., 2013). Ainda assim, aliada a seu metabolismo anaeróbio 

facultativo pode resultar em minimização de problemas adicionais com o oxigênio que permeia 
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através do sistema de embalagem plástico comumente utilizado em leites fermentados (Cruz et 

al., 2007).  

Adicionalmente, a capacidade de formação de esporos por Bacillus também pode 

representar novos caminhos para a produção de queijos maturados probióticos, já que, 

tradicionalmente, são necessários longos períodos durante a etapa de maturação, a qual é 

caracterizada por um decréscimo de água livre na matriz do queijo, representando um fator de 

estresse para os micro-organismos probióticos tradicionais (Cruz et al., 2009).  

Por outro lado, alimentos congelados, tais quais sorvetes e sobremesas congeladas, são boas 

opções como veículos para probióticos uma vez que podem ser armazenados sob baixa 

temperatura, o que favorece a manutenção da viabilidade do probiótico até a hora de seu 

consumo (Silva et al., 2015). Porém, para que esses alimentos possam ser utilizados como 

matriz probiótica, deve-se considerar a probabilidade da ocorrência de danos às células 

vegetativas da cultura probiótica durante as etapas de congelamento e descongelamento, bem 

como durante a mistura e incorporação de ar ao processamento, na qual são empregadas tensões 

mecânicas  que podem reduzir a viabilidade do micro-organismo no produto (Cruz et al., 2009; 

Ranadheera et al., 2010). A inoculação de esporos probióticos nesse produto alimentício, por 

outro lado, facilita o processamento do alimento, visto que os esporos são mais resistentes às 

etapas que afetam a viabilidade das células vegetativas. 

 

6.2. Produtos cárneos 

Produtos cárneos também podem ser considerados uma matriz adequada para a inoculação 

de esporos probióticos. Além de ser um dos componentes mais importante na dieta humana, a 

carne possui gordura e proteína que apresenta como susbtâncias importante para veículos dos 

probióticos na passagem do TGI. A utilização da carne como matriz probiótica deve ter cepas 

probióticas adequadamente selecionadas a fim de serem boas competidoras frente à microbiota 

autóctone da matriz cárnea (Kołożyn-Krajewska & Dolatowski, 2012). Além disso, a adição de 

culturas probióticas como Bacillus, pode representar uma importante estratégia global de 

reformulação da matriz cárnea perante os consumidores, tornando-a um produto com atributos 

funcionais. Para tanto, a cultura probiótica deve cumprir seu papel probiótico, sem, contudo, 

participar do processo fermentativo.  

Os esporos são mais tolerantes aos níveis de sódio e nitrito presentes na formulação da 

carne, baixa atividade de água e ao pH obtido no final do processo fermentativo, fatores que 

afetam negativamente a viabilidade das bactérias probióticas láticas (De Vuyst et al., 2008; 

Palamutoğlu & Kasnak, 2014).  
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Dessa maneira, o esporo probiótico utilizado deve apresentar baixa capacidade de 

influenciar os parâmetros de qualidade, os quais poderiam, hipoteticamente,contribuir para a 

rejeição do produto, tais quais a presença de ranço devido à oxidação lipídica, aumento do nível 

de proteólise do produto e perda de cor característica (Kołożyn-Krajewska & Dolatowski, 

2012).  

 

6.3.  Produtos de origem vegetal 

O crescente número de pessoas alérgicas e/ou intolerantes ao leite, aliados à tendência 

crescente de adoção de dietas vegetarianas, têm incentivado o consumo de alimentos de origem 

vegetal. Dentre aqueles, as frutas e os legumes são consideradas boas matrizes carreadoras de 

micro-organismos probióticos e podem fornecer-lhes substratos ideais, uma vez que contêm 

minerais, vitaminas, antioxidantes e fibras (Martins et al., 2010; Ranadheera et al., 2013; 

Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010; Soukoulis et al., 2014). 

O desenvolvimento de produtos de origem vegetal (sucos, chás, derivados de soja) 

contendo bactérias probióticas requer estudos mais aprofundados quanto aos aspectos 

sensoriais, uma vez que há diversos compostos presentes em frutas que, ao entrarem em contato 

com a metabolismo da cepa(s) probiótica(s), podem resultar em off-flavors observados ao longo 

do período de armazenamento do produto, o que pode ser minimizado quando se utiliza esporos, 

pois estes estão inativos (Granato et al., 2010). 

 

6.4. Alimentos com baixa atividade de água 

Finalmente, destaca-se o desenvolvimento de matrizes alimentícias emergentes, como 

chocolates e produtos de panificação (Homayoni Rad et al., 2012), em que as altas temperaturas 

utilizadas na conchagem e no forneamento, não constituem obstáculos para a utilização de 

esporos de Bacillus probióticos, desde que as recomendações prévias relacionadas ao nível de 

inóculo a ser adicionado desse microrganismo sejam estritamente seguidas. 

Em estudo com linhaça triturada avaliou o quão depende a viabilidade da cepa L. 

rhamnosus GG foi dependente da atividade de água, tendo sua concentração diminuída no 

alimento durante o tempo de seu armazenamento. É importante frisar que a redução da atividade 

de água em alimentos pode favorecer a extensão da vida de prateleira de produtos secos 

(Vesterlund et al., 2012). Esporos probióticos são bons candidatos à produção dessa classe de 

alimentos, deviso a sua resistência e dormência por longos períodos.  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vesterlund%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22663981
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(Inatsu e al., 2006; Salvatti et al., 2003; Murillo & Villamil et al., 2011), auxiliar na digestão 

da lactose (Guo et al., 2010; He et al., 2008), prevenir a “diarréia do viajante” (Nithya & 

Halami, 2012), aliviar os sintomas da síndrome do intestino irritável (Nithya & Halami, 2012), 

reduzir a concentração de amônia e colesterol no sangue (Guo et al., 2010; Huang et al., 2010, 

Kim et al., 2002), normalizar a coagulação sanguínea (Sumi et al., 2005), auxiliar no 

restabelecimento da microbiota intestinal após tratamento com antibióticos (Cartman et al., 

2007) e produzir substâncias antioxidantes (Meira, 2011). Além disso, os probióticos podem 

auxiliar no alívio de sintomas de artrite reumatóide (Mandel et al., 2010) e no tratamento de 

infecções no trato urinário (Borchert et al., 2008; Meroni et al., 1983), além de melhorar crises 

alérgicas em crianças e adultos (Morisset et al, 2011; Peng & Hsu,2005; Ishida et al., 2005). 

Outros importantes efeitos relacionados aos probióticos são a prevenção de hipertensão 

(Jauhiainen et al., 2005) e diabetes (Tabuchi et al., 2003), atividade anti-carcinogênica 

(Thirabunyanon, Boonprasom e Niamsup, 2009), melhora dos quadros de ansiedade e 

depressão (Bravo et al., 2011), modulação do sistema imune (O’Mahony et al., 2005) e 

prevenção de alergias alimentares e doenças atópicas, como asma, eczema e dermatite atópica 

(Kirjavainen, Salminen e Isolauri, 2003). Além desses, os probióticos podem ser utilizados no 

tratamento de diarréia em adultos e crianças (Allen et al., 2004) e para a prevenção de cáries 

dentárias (Krasse et al., 2005). Recentemente, foram descritas indicações de uso de probióticos 

para o controle de queda capilar e acne (Foligné, Daniel e Pot, 2013). 

Apesar do  repertório considerável de conhecimentos adquiridos sobre os efeitos benéficos 

à saúde advindos do consumo de alimentos contendo cepas probióticas não esporuladas, o 

mesmo não ocorre em relação à ingestão de cepas probióticas esporuladas. No entanto, de 

acordo com dados obtidos com a utilização desses micro-organismos como suplemento 

alimentar animal, acredita-se que estejam envolvidos com a estimulação imunológica e a EC 

de patógenos (Cartman et al., 2007; Huang et al., 2013; Lippolis et al., 2013). Infelizmente, 

pouco se conhece sobre os reais mecanismos pelos quais essas bactérias exercem seus efeitos 

terapêuticos. Estudos têm demonstrando que o uso de probióticos esporulados, em substituição 

aos antibióticos, leva ao fortalecimento do sistema imune e melhoria do crescimento dos 

animais (Bader et al, 2012; Cutting, 2011; Shiravamaiah et al, 2011; Vieira, 2010). Em um 

estudo realizado por Permpoonpattana et al. (2012), sugeriu-se que os probióticos esporulados 

administrados a camundongos são capazes de suprimir agentes infecciosos como Escherichia 

coli, Clostridium perfringens e Salmonella Enteritidis (Permpoonpattana, Hong, Khaneja, & 

Cutting, 2012). Nos seres humanos, particularmente, Bacillus spp. são utilizados como 

medicamentos biológicos para a profilaxia de desordens gastrointestinais e como agentes 
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terapêuticos para o tratamento de infecções do trato urinário (Nithya et al., 2012). Na Tabela 4 

estão relacionados os principais efeitos benéficos atribuídos às cepas probióticas esporuladas 

conhecidos até o presente momento. 
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Tabela 4. Efeitos benéficos de cepas probióticas esporuladas. 

.Microorganismo/Produto Efeito Benéfico Referência 

Bacillus clausii Modulação da resposta imune em crianças alérgicas (Redução de sintomas nasais e influência no padrão de 
citocinas) a 

Ciprandi et al. 
(2004) 

Bacillus clausii Redução da duração de infecções respiratórias em crianças a Marseglia et al. 
(2007) 

Bacillus clausii Redução de efeitos colaterais gastrintestinais decorrentes do tratamento medicamentoso de Helicobacter 
pylori e aumento da tolerância ao tratamento com antibiótico a 

Nista et al. (2004) 

Bacillus coagulans (Lactospore, 
Sabinsa) 

Redução de diarréias agudas e crônicas, diarréia infantil por rotavírus, constipação, e inibição de enzimas 
envolvidas na síntese de colônias carcinogênicas do cólon a 

Kamarei (2012) 

Bacillus coagulans GBI-30, 6086 Digestão de lactose, frutose e proteína do leite, proporcionando alívio nos sintomas de intolerância a lactose in 
vitro 

Maathuis, Keller e 
Farmer (2010) 

Bacillus coagulans GBI-30, 6086 Melhoria da consistência das fezes e prolongamento da sobrevivência de camundongos infectados com colite 
induzida por Clostridium difficile c 

Fitzpatrick et al. 
(2011) 

Bacillus coagulans GBI-30, 6086 

 

Modulação de processos inflamatórios no intestino (efeitos anti-inflamatórios combinados com a indução 
direta de IL-10, ou seja, em apoio de um sistema imunológico saudável) in vitro 

Jensen et al.(2010) 

 

Bacillus polyfermenticus Prevenção de câncer de colón por meio da supressão do crescimento de células cancerosas in vitro e in vivo c Ma et al. (2010) 

Bacillus polyfermenticus 

 

Redução da mortalidade, da gravidade da colite (perda de peso, diarréia e danos na mucosa), da expressão de 
moléculas inflamatórias, incluindo fator de necrose tumoral-α e aumento da expressão da citocina anti-

inflamatória IL-10 no cólon de camundongo inflamado, supressão da apoptose tanto in vivo como in vitro e 
proliferação das células epiteliais  

Im et al., (2009) 

 

Bacillus subtilis ATCC 9799 Redução da frequência de infecções no trato urinário em pacientes idosos com fluxo urinário lento (idade 
média 75,5 anos) a 

Meroni et al. (1983) 

Bacillus subtilis 2335 Bacillus subtilis 2335 associado à ciclofosfamida aumentou a inibição do crescimento e de metástase de 
tumores (Combinação de propriedades antibacterianas e antivirais) c 

Kaur, Chopra e Saini 
(2002) 
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Bacillus subtilis NC11 Atividade protetora contra infecção por Salmonella enteritidis por meio de exclusão competitiva no sítio de 
adesão e produção de substâncias antimicrobianas em células epiteliais intestinais (in vitro) 

Thirabunyanon e 
Thongwittaya (2012) 

Bacillus subtilis PB6  Modulação dos mediadores de primeira linha de inflamação (Indução de quantidades substanciais e 
moderadas de IL-10, TNFα e níveis reduzidos de IL-12 e INFγ) em camundongos com colite induzida, 

demonstrando potencial anti-inflamatório c 

Foligné et al. (2012) 

Cápsulas contendo Bacillus 
coagulans GBI-30, 6086 

Aumento nos níveis de marcadores imunológicos, como citocinas (IL-6, IL-8, e INF-γ) e células CD3CD69 a Kimmel et al. (2010) 

Cápsulas contendo Bacillus 
coagulans GBI-30, 6086 

Melhoria da dor e da capacidade de andar, além de bem-estar de pacientes com artrite reumatóide (alívio dos 
sintomas da doença) a 

Mandel, Eichas e 
Holmes (2010) 

Cápsulas contendo Bacillus 
coagulans GBI-30, 6086 

Melhoria nos sintomas de síndrome do intestino irritável, como inchaço e dores abdominais a Dolin (2009); Hun 
(2009) 

Enxaguante bucal contendo 
Bacillus subtilis E300 

Normalização da microbiota oral, ativação das células de fibroblastos gengivais, indução de produção de 
citocinas e redução das populações de patógenos periodentais em pacientes com periodontite a 

Tsubura et al. (2009) 

Leite contendo Bacillus subtilis 
natto 

Aumento no desempenho de crescimento, melhorando a média de ganho de peso e a eficiência alimentar, 
além de estimular a secreção de IgG sérico e níveis de citocinas Th1, incluindo IFN-γ (ativação do sistema 

imunológico e aumento da imunidade) f 

Sun, Wang e Zhang 
(2010) 

Malte contendo Bacillus subtilis 
natto RG4365 

 

Efeito sinérgico de Bacillus subtilis natto e Leuconostoc mesenteroides elevou a quantidade de ácido linoléico 
e linolênico, conteúdo de minerais (ferro e zinco) e intensificou a atividade antimicrobiana contra Vibrio 

cholerae in vitro 

Vidyalaxme et al. 
(2012) 

Suplemento contendo Bacillus 
pumilus SE5 

Modulação da microbiota intestinal d Sun et al. (2011) 

Suplemento contendo 

Bacillus coagulans ATCC 7050 

Melhoria do equilíbrio da microbiota intestinal g Hung et al. (2012) 

Suplemento contendo Bacillus 
polyfermenticus SCD 

Modulação de funções fisiológicas, incluindo perfil lipídico e antioxidante em ratos hipercolesterolêmicos b Paik, Park e Park 
(2005) 
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Suplemento contendo Bacillus 
subtilis 

Melhoria do desempenho reprodutivo em termos de maior índice gonadossomático, fecundidade, 
sobrevivência e características morfométricas d 

Ghosh, Sinha e Sahu 
(2007) 

Suplemento contendo Bacillus 
subtilis 

Melhoria do desempenho de crescimento e regulação do metabolismo lipídico em gordura subcutânea de 
suínos, por meio da manipulação da proporção entre Bacteroidetes e Firmicutes no intestino h 

Cui et al. (2013) 

Suplemento contendo Bacillus 
subtilis DB9011 

Melhoria dos sintomas causados por infecção por Escherichia coli como disfunção erétil, edema na pálpebra e 
região ileocecal h  

Tsukahara et al. 
(2013) 

a Observado em humanos; b Observado em ratos; c Observado em camundongos; d Observado em peixes; e Observado em coelhos; f Observado em bezerros; g Observado em frangos; h 

Observado em suínos. 
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De fato, uma compreensão mais aprofundada sobre os mecanismos envolvidos na 

modulação da microbiota e do sistema imunológico por meio de probióticos depende de 

esforços contínuos para estabelecimento de biomarcadores adequados de saúde e a realização 

de ensaios clínicos para a devida comprovação das alegações de saúde, uma vez que os efeitos 

benéficos são cepa-dependentes, exigindo a utilização de cepas ideais para fins específicos. 

Dessa maneira, haverá maior confiabilidade e uma base mais sólida para os resultados obtidos, 

apoiando o potencial uso de probióticos e prebióticos na prática clínica (Martinez et al., 2015). 

 

8. Conclusão 

Probióticos esporulados possuem um grande potencial de aplicação na indústria alimentícia, 

visto que apresentam elevada resistência a processos tecnológicos e mecanismos fisiológicos 

do organismo, os quais seriam letais para as BAL. Porém, sua utilização ainda é restrita uma 

vez que mais estudos precisam ser realizados para avaliar sua segurança considerando que há 

diversos micro-organismos esporulados patogênicos ou deteriorantes de alimentos. Além disso, 

é necessário investigar a real influência de diferentes matrizes alimentícias na sobrevivência e 

funcionalidade desses micro-organismos. Ademais, é preciso avaliar se o emprego de diferentes 

combinações de cepas probióticas apresenta ou não atividade sinergística. Também é 

imprescindível acompanhar a viabilidade dos esporos probióticos inoculados em alimentos pois 

esses podem germinar durante o processamento ou no período de armazenamento desses 

produtos afetando suas atividades benéficas ao hospedeiro. Finalmente, é necessário avaliar o 

comportamento de probióticos esporulados no TGI e em outros sítios anatômicos,  

determinando-se os mecanismos de ação envolvidos e correlacionando-os com os principais 

efeitos benéficos à saúde decorrentes de seu consumo.  
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Resumo 

O objetivo desse estudo foi avaliar a resistência de esporos probióticos do gênero Bacillus adicionados 

a diferentes matrizes alimentícias, determinada no início e ao final da vida de prateleira de cada produto 

exposto às condições simuladas do trato gastrintestinal (TGI) e comparar tais resultados com a 

viabilidade de cepas probióticas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium submetidas sob as mesmas 

condições. As cepas probióticas utilizadas (Lactobacillus paracasei PXN 37, Lactobacillus acidophilus 

La-5, Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb-12, Bifidobacterium breve PXN 25, Bacillus subtilis PXN 

21, Bacillus coagulans GBI30 6086 e Bacillus coagulans MTCC 5856) foram inoculadas 

separadamente em amostras de suco de laranja (após pasteurização), requeijão cremoso (após fusão da 

massa) e pão (na mistura da massa) e avaliadas em um sistema in vitro estático simulando as fases 

gástrica (pH 2), entérica I (pH 5) e entérica II (pH 7) do TGI , resultando em seis horas de digestão. A 

enumeração das populações das cepas probióticas [esporos (Bacillus spp.) e células vegetativas 

(Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.)] foi realizada nos tempos T0h, T2h, T4h e T6h do processo 

digestão simulada, no início e ao final da vida de prateleira dos produtos, utilizando-se meios de cultivo 

seletivos. Ao final da vida de prateleira, após as etapas de digestão simulada, as cepas de  Bacillus 

apresentaram maior viabilidade (acima de 80%) em comparação às cepas probióticas tradicionais ácido-

laticas (Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.)  adicionadas às amostras de requeijão cremoso e suco 

de laranja. O mesmo aconteceu quando as cepas estudadas foram expostas às enzimas digestivas, não 

sendo capazes de alcançar a quantidade elevadas como às dos esporos de Bacillus (<6 log UFC/g do 

produto). Em relação às amostras de pão, os esporos de Bacillus apresentaram reduções de até 2 ciclos 

logarítimicos após processamento da matriz e contato com os fluidos simulados do TGI, embora tenham 

se mantido estáveis durante o período de armazenamento do produto. Portanto, alimentos que possuem 

características físico-químicas intrísecas desfavoráveis ou cujas etapas de processamento sejam 

subletais ou letais às células vegetativas probióticas tradicionalmente utilizadas como probióticos 

(Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.) podem ser veículos promissores para esporos de Bacillus 

com potencial probiótico, os quais ainda apresentam maior resistência às condições adversas do TGI. 

Palavras-chaves: esporos probióticos; matriz alimentar; Lactobacillus; Bifidobacterium; Bacillus;  

trato gastrintestinal.  
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1. Introdução 

O mercado de alimentos funcionais tem como destaque os alimentos que contêm micro-

organismos probióticos, os quais podem promover benefícios à saúde (ANVISA, 2016; Fuller, 

1989; Klingberg & Budde, 2006; Santos et al., 2014). Para obtenção destes benefícios, é 

necessário consumi-los continuamente (regularmente) e garantir que a matriz alimentícia 

contenha uma quantidade mínima viável de micro-organismos probióticos no momento de sua 

ingestão. Para tanto, os micro-organismos probióticos devem sobreviver não somente durante 

a vida de prateleira do produto alimentício, como também à passagem pelo trato gastrintestinal 

(TGI) (Jensen, Grimmer, Naterstad, & Axelsson, 2012; Klu & Chen, 2015; Ranadheera et al., 

2010; Valerio et al., 2006). Estudos mostraram que a matriz alimentar pode permitir 

simultaneamente a multiplicação de probióticos no alimento, proteção durante a vida de 

prateleira do produto, e ainda durante a passagem pelo TGI (Batista et al., 2015; Bedani, Vieira, 

Rossi, & Saad, 2014; Buriti, Castro, & Saad, 2010; Guo et al., 2009; Homayoni Rad, 

Mehrabany, Alipoor, Mehrabany, & Javadi, 2012; Klu & Chen, 2015; Martinez et al., 2011; 

Pereira et al., 2016; Schillinger, Guigas, & Holzapfel, 2005). 

A determinação da viabilidade de micro-organismos probióticos nos alimentos e no TGI 

é uma característica fundamental para escolha de cepas a serem utilizadas no desenvolvimento 

de alimentos funcionais probióticos (Wang et al., 2009; Ranadheera, Baines, & Adams, 2010; 

Martinez et al., 2011). Na literatura científica e na legislação de diversos países, estabeleceu-se 

uma concentração de 106 a 109 unidades formadoras de colônia (UFC) de micro-organismo 

probiótico por grama (g) ou mililitro (mL) do produto ou da porção do produto para obtenção 

dos efeitos benéficos desejados (Silva, Bezerra, Santos, & Correia, 2015). A legislação 

brasileira não estabelece uma concentração padrão por grama do produto atualmente. Ela 

aprova alimentos que tenham concentrações suficientes do(s) micro-organismo(s) probiótico(s) 

viáveis para promover beneficios à saúde, porém esses devem ter laudos de análises e testes 

epidemiológicos que confirmam a concentração usada para determinado efeito. Essa população 

deve ser eficiente e estar viável após o processamento e estocagem do produto alimentício; 

além disso é necessário que o(s) micro-organismo(s) seja(m) resistente(s) aos fluidos do TGI, 

mantendo populações elevadas para que possam exercer seu(s) efeito(s) probiótico(s) 

(ANVISA, 2016). 

É interessante ressaltar que alimentos com pH elevado e/ou com alta capacidade 

tamponante, podem reduzir a acidez estomacal humana e, portanto, auxiliar na sobrevivência 
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de micro-organismos probióticos ao longo do TGI (Huang & Adams, 2004; Klu & Chen, 2015). 

Além disso, os alimentos líquidos são digeridos mais rapidamente que os alimentos sólidos e, 

consequentemente, o tempo de contato do micro-organismo probiótico com fatores 

estressantes, por exemplo, o ácido estomacal, será reduzido (Huang & Adams, 2004; Klu & 

Chen, 2015). Assim, o desenvolvimento de alimentos probióticos, principalmente aqueles que 

apresentam pH ácido, baixa atividade de água ou que são submetidos a processos térmicos cujas 

temperaturas atingem valores maiores que 60°C, constitui um grande desafio. Isto está 

relacionado ao fato das bactérias ácido-láticas (BAL) não sobreviverem por muito tempo frente 

a tais condições adversas (Cutting, 2011;Drunkler, 2009), daí a necessidade da realização de 

adaptações do processo, incluindo a adição dessas culturas pós-tratamento térmico - o que pode 

levar à recontaminação do alimento - ou o emprego de métodos como a microencapsulação 

para proteção dos micro-organismos (Favaro-Trindade, 2008).  

A fim de superar tais limitações, estudos têm sido realizados para o desenvolvimento e 

aplicação de cepas probióticas esporuladas, como as do gênero Bacillus, as quais são mais 

resistentes a condições estressantes, como altas temperaturas e baixos valores de pH (Cutting, 

2011). Essas cepas são utilizadas atualmente na forma farmacêutica e estão associadas ao 

tratamento de desordens gastrointestinais e como agentes terapêuticos para o tratamento de 

infecções do trato urinário (Nithya et al., 2012). A utilização destas cepas, portanto, permite 

superar diversos desafios tecnológicos e amplia a possibilidade de aplicação de micro-

organismos probióticos a uma maior gama de alimentos, incluindo bebidas ácidas, produtos 

lácteos termoprocessados e produtos de panificação, os quais são submetidos a tratamentos 

térmicos drásticos e possuem menores valores de atividade de água. No entanto, para sua 

aplicação nos alimentos, é fundamental a condução prévia de estudos para determinação da 

sobrevivência destes micro-organismos frente aos fluidos simulados (in vitro) do TGI (Costa 

& Silva, 2013; van de Guchte et al., 2002). Embora testes in vitro apresentem algumas 

limitações para a avalição da funcionalidade e viabilidade de um micro-organismo probiótico 

no organismo humano, eles são bastante úteis para a seleção de cepas que, quando inseridas em 

uma matriz alimentar, se comportam de forma mais satisfatória (Buriti et al., 2010; Schillinger 

et al., 2005). Assim, é notória a importância do conhecimento da constituição físico-química da 

matriz alimentícia e de seu impacto na sobrevivência de micro-organismos probióticos. Apesar 

do exposto anteriormente, pouco se conhece sobre o comportamento característico de cepas 

probióticas e/ou potencialmente probióticas esporuladas aplicadas na fabricação de alimentos 

probióticos expostos às condições simuladas do TGI. 
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Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a resistência de esporos probióticos 

do gênero Bacillus adicionados a diferentes matrizes alimentícias (suco de laranja, requeijão 

cremoso e pão caseiro) no início e fim da  vida de prateleira dos produtos e submetidas às 

condições simuladas do TGI, bem como comparar tais resultados com a viabilidade de cepas 

probióticas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium determinadas nas mesmas condições.  

 

2. Material e Métodos 

2.1. Micro-organismos e preparo dos inóculos 

Cepas probióticas liofilizadas (DVS) na concentração de 107-108 UFC ou esporos/g ou 

ml do produto para consumo foram utilizadas no presente estudo, incluindo: Lactobacillus 

paracasei PXN 37 (Protexin, Lopen Head, Reino Unido), Lactobacillus acidophilus La-5 (Chr. 

Hansen, Hoersholm, Dinamarca), Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen, 

Hoersholm, Dinamarca), Bifidobacterium breve  PXN 25 (Protexin, Lopen Head, Reino 

Unido), Bacillus subtilis PXN 21 (Protexin, Lopen Head, Reino Unido), Bacillus coagulans 

GBI-306086 (Ganeden Biotech, Mayfield Heigths, Estados Unidos) e Bacillus 

coagulans  MTCC 5856 (Sabinsa Corporation, New Jersey, Estados Unidos). A grande maioria 

das bactérias tradicionais com potencial probiótico são ácido láticas (BAL), porém o gênero 

Bifidobacterium pertence ao filo Actinobactérias, mas é ainda considerado por muitos cientistas 

como um membro do grupo BAL, uma vez que possui algumas características típicas deste 

grupo, tais como a produção de ácido láctico (Stolaki, De Vos & Kleerebezem, 2012). Embora 

Bifidobacterium e Lactobacillus não pertencem ao mesmo grupo taxonômico, neste artigo, o 

gênero Bifidobacterium será incluído quando o grupo BAL for mencionado no texto. Essas 

foram inoculadas nas matrizes após a fusão da massa (requeijão cremoso), após resfriamento 

(suco de laranja) e na mistura da massa, antes da etapa de forneamento (pão caseiro). 

 

2.2. Preparo das matrizes alimentícias 

Amostras de requeijão cremoso, suco de laranja e pão foram avaliadas no presente estudo 

uma vez que representam distintos fatores de estresse aos quais os probióticos podem ser 

submetidos, incluindo característica física (líquido, viscoso, sólido), química (diferentes  

valores de pH e de atividade de água) e processamento (emprego de elevadas temperaturas). 
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2.2.1. Requeijão Cremoso 

O requeijão cremoso foi produzido conforme Gaino et al.(2013) com modificações. O 

mesmo foi processado utilizando-se leite pasteurizado semi-desnatado tipo A (Xandô, São 

Paulo, SP, Brasil) e 37% de creme de leite pasteurizado com 35% de teor de gordura (v/v) 

(Atilate, Itatiba, SP, Brasil), ambos adquiridos no comércio local (Campinas, SP, Brasil), além 

de 0,28% ácido lático (v/v) com 85% de pureza (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil), 1,5% de 

cloreto de sódio (m/m) (NaCl) (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil), 1,5% de sal fundente (m/m) 

JOHA S9 (ICL Food Specialties, São Bernardo do Campo, SP, Brasil), sorbato de potássio 

(1g/1kg de produto final) (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) e 20% de água destilada estéril (v/v). 

O leite foi aquecido à temperatura de 70ºC e em seguida, o ácido lático foi adicionado, 

mantendo-se agitação lenta, manual e contínua até sua completa homogeneização. 

Posteriormente, esta mistura foi mantida em repouso por 30 minutos para precipitação da massa 

(coagulação ácida a quente). Em seguida, foi realizada a etapa de dessoragem com auxílio de 

peneiras de tecido e lavagem com água destilada esterilizada gelada até que a massa atingisse 

pH igual a 5,2. Finalmente, a massa foi prensada manualmente e mantida sob refrigeração  de 

6ºC até o dia seguinte. A massa obtida foi então pesada e o sal fundente e o NaCl, cujas massas 

foram calculadas levando-se em consideração esse peso, foram adicionados à massa fresca 

triturada. A mistura foi realizada manualmente e submetida à etapa de aquecimento (90ºC) até 

completa fusão em bico de bunsen. Posteriormente, foram adicionados creme de leite e água, 

com manutenção da temperatura durante 5 minutos. O conservante sorbato de potássio foi 

adicionado após a fusão do requeijão cremoso, quando o produto foi resfriado e a temperatura 

de 70ºC foi atingida. As cepas pertencentes aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium foram 

ativadas em leite em pó desnatado (Molico, Nestlé, Brasil), previamente esterilizado em 

autoclave (Fabbe Primar Industrial Ltda, Modelo 146, São Paulo, Brasil) (121ºC/15 min) e 

posteriormente reconstituído a 12%(m/v) e incubados a 37ºC/2 h. Os esporos probióticos foram 

inoculados diretamente no produto. Os micro-organismos probióticos foram inoculados, 

individualmente, na massa fundida, na concentração de 107-108 UFC ou esporos/grama do 

requeijão cremoso, após atingir a temperatura de 50ºC, durante a etapa de resfriamento 

(Drunkler, 2009). Finalmente, realizou-se o envase do requeijão cremoso a quente em 

temperatura (50ºC) utilizando-se potes plásticos de poliestireno com capacidade para 100 mL 

(Copobrás, São Ludgero, Santa Catarina), previamente sanitizados com solução de hipoclorito 

de sódio 200 ppm. A temperatura de envase utilizada foi mais branda para que não houvesse 

estresse ou morte dos micro-organismos probióticos (50ºC), porém essa condição pode 
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propiciar a contaminação de micro-organismos deteriorantes. O valor médio do pH do produto 

final correspondeu a 5,97 e este foi estocado à temperatura de 6°C por 45 dias.  

 

2.2.2. Suco de laranja 

O suco de laranja foi preparado a partir de suco de laranja concentrado (70ºBrix) 

pasteurizado, proveniente de uma empresa localizada no Estado de São Paulo. Para o preparo, 

o suco foi diluído com água destilada estéril para obtenção de 11ºBrix. Após a diluição do suco 

concentrado, realizou-se a etapa de pasteurização a 105ºC durante 10 minutos em autoclave 

(Fabbe Primar Industrial Ltda, Modelo 146, São Paulo, Brazil), tendo sido o alimento, a seguir, 

resfriado em banho de gelo até atingir 50ºC. As cepas probióticas foram adicionadas, 

individualmente na concentração de 107-108 UFC ou esporos/mL às amostras de suco de laranja 

após resfriamento e homogenizadas. Posteriormente, alíquotas do suco de laranja (200 mL) 

foram acondicionadas em frascos de vidro de 250 mL previamente esterilizados e mantidos à 

temperatura de 6ºC por 7 dias (simulação da estocagem do suco de laranja pasteurizado 

refrigerado). O valor médio do pH do produto recém-obtido correspondeu a 4,15. 

 

2.2.3. Pão Caseiro  

Para o preparo do pão, foram utilizados como ingredientes: 55% de farinha de trigo branca, 

3,8% de fermento biológico seco, 3,3% de açúcar cristal, 0,5% de glúten, 1,1% de sal iodado, 

2,2% de óleo de soja, 0,15% de propionato de cálcio e 34,1% de água estéril. Os ingredientes 

secos foram misturados primeiramente, exceto o açúcar e o fermento biológico, os quais foram 

homogeneizados em água e mantidos à 37ºC/1h (formação da “esponja”, responsável pela 

textura, sabor e aroma característicos do produto final). Posteriormente, foram adicionados o 

óleo de soja e a “esponja” aos ingredientes secos e esses foram misturados manualmente até a 

obtenção de uma massa homogênea e solta. A massa do pão, por sua vez, foi inoculada somente 

com cepas do gênero Bacillus, antes da etapa de forneamento do produto, para obtenção de um 

inóculo mais homogêneo. As cepas foram adicionadas separadamente na mistura da massa para 

atingir a concentração de 107-108 UFC/grama do produto final. Após a produção da massa, fez-

se a moldagem dos pães e os mesmos foram colocados em estufa a 40ºC/1h para fermentação 

e, em seguida, levados ao forno (Tron, Catanduva, Brazil) para serem assados (180ºC/20 

minutos). Os pães foram acondicionados em sacos plásticos vedados e armazenados à 
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temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC) por 7 dias. O pH médio dos pães recém-

produzidos foi de 5,71.  

 

2.3.Avaliação da viabilidade das cepas probióticas em diferentes matrizes alimentícias 

ao longo da vida de prateleira 

As amostras de requeijão cremoso, suco de laranja e pão  probióticos foram estocadas sob 

condições recomendadas para produtos comerciais similares, conforme descrito nos itens 

2.2.1., 2.2.2. e 2.2.3. As amostras de diferentes alimentos probióticos foram analisadas no 

tempo inicial (T0) e no tempo final (Tf) da vida de prateleira (45, 7 e 7 dias para requeijão 

cremoso, suco de laranja e pão caseiro, respectivamente).  

 

2.4.Determinação da viabilidade dos micro-organismos probióticos em diferentes 

matrizes alimentícias expostos aos fluidos simulados do TGI 

Durante a estocagem, a viabilidade dos micro-organismos probióticos presentes nas 

diferentes matrizes alimentícias expostos às condições simuladas do TGI foi determinada 

segundo Liserre et al. (2007) e Buriti et al. (2010). Assim, amostras (10g ou 10mL) dos 

alimentos foram submetidas à ação de solução das enzimas pepsina (3g.L-1) e lipase (0,9g.L-1), 

corrigindo-se o pH para valor correspondente a 2 com auxílio de solução de ácido clorídrico 

(HCl) 1M estéril, para simulação da fase gástrica. Na sequência, foram adicionados solução de 

sais biliares (10g.L-1) e pancreatina (1g.L-1), corrigindo-se o pH para valor correspondente a 5, 

com a utilização de solução alcalina (150mL de NaOH 1M, 14g PO4 H2Na.1H20/ 1L) para 

simulação da fase entérica I. Finalmente, às amostras foram adicionados solução de sais biliares 

(10g.L-1) e pancreatina (1g.L-1) novamente, porém, desta vez, ajustando-se o pH para 7, 

simulando-se a fase entérica II. As três fases foram conduzidas à temperatura de 37ºC, sob 

agitação (150 rpm) em shaker (New Bunswick, Edison, Modelo G-24, N.J., Estados Unidos), 

com duração de 2 horas cada. Para enumeração de células vegetativas e esporos (Bacillus spp.) 

dos micro-organismos probióticos, alíquotas (1mL) de cada matriz alimentícia submetida ao 

processo simulado de digestão do TGI foram coletadas nos tempos 0, 2h, 4h e 6h e empregadas 

para a realização de diluições decimais seriadas diluídas em diluentes específcos para cada 

cepa, a partir das quais foram retiradas frações de 100µL. Essas frações foram semeadas em, 
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meios de cultivo seletivos e específicos, conforme descrito no item 2.5. A viabilidade das cepas 

probióticas foi expressa em percentagem, de acordo com a equação abaixo (Guo et al., 2009): 

% 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 = 𝑁 log 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 6ℎ)𝑁 log 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 0) × 100    (1) 

As cepas que apresentaram as maiores porcentagens de sobrevivência frente às condições 

simuladas do TGI foram, consequentemente, caracterizadas como as mais resistentes. Os testes 

foram realizados como duplicatas genuínas.  

 

2.5.Enumeração dos micro-organismos probióticos  

A enumeração dos micro-organismos probióticos foi realizada conforme metodologia 

recomendada para cada cepa, de acordo com instruções fornecidas pelas empresas fabricantes 

das culturas, com adaptações (Tabela 1). Para as amostras com esporos probióticos foi realizado 

choque térmico (80ºC/10 min) utilizando-se banho-maria (Quimis modelo Q334M-28, 

Diadema, São Paulo, Brasil) e resfriadas imediatamente em banho de gelo. A seguir, foram 

realizadas diluições decimais seriadas empregando-se os seguintes diluentes recomendados 

pelos fabricantes: solução salina 0,9% para B. coagulans MTCC 5856, L. acidophilus La-5, L. 

paracasei PXN 37, B.animalis ssp. lactis Bb-12 e B. breve PXN 25; água peptonada 1% (m/v) 

para B. coagulans GBI-30 e água peptonada 1% (m/v) adicionada de solução fisiológica de 

NaCl (0,8%, m/v) para B. subtilis PXN 21. A partir das diluições preparadas, alíquotas do 

material foram semeadas em meios de cultivo seletivos. Os resultados das contagens obtidas 

foram expressos como número de esporos/g ou mL do produto final.  

 

2.6.Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas empregando-se o programa Assistat 7.7 Beta 

(UFPB, Campina Grande, Brasil) para análise de variância (ANOVA) e teste de médias (Teste 

t de Student e Tukey). O Teste de Tukey foi empregado para verificar se houve diferença 

estatística entre as populações das diferentes cepas probióticas no começo e ao final da vida de 

prateleira de cada matriz alimentícia. O teste t foi utilizado para determinar se houve diferença 

estatística nas populações de uma mesma cepa probiótica adicionada a diferentes matrizes no 

começo e ao término da vida de prateleira. O Teste de Tukey também foi empregado para 
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comparação das porcentagens de sobrevivência (%) obtidas para as diferentes cepas probióticas 

no final do processo de digestão e aquelas determinadas em cada fase simulada do TGI (pH 2, 

5 e 7) nos diferentes alimentos estudados. Para todos os testes, o nível de significância 

estabelecido foi p<0,05.  

Tabela 1. Cepas probióticas, meios de cultivo e condições de incubação empregada. 

Cepa Choque 
térmico 

Meio de cultura Condições de 
Incubação 

Fornecedor 

L. acidophilus La-5  

(Chr. Hansen, Hoersholm, 
Dinamarca) 

- Ágar Man, Rogosa & 
Sharpe (MRS)  

37ºC/72h  em 
aerobiose 

Merck Millipore, 
Darmstadt, 
Alemanha) 

L. paracasei PXN 37  

(Protexin, Lopen Head, UK) 

- Ágar Man, Rogosa & 
Sharpe (MRS) 

30ºC/72h  em 
aerobiose 

Merck Millipore, 
Darmstadt, 
Alemanha) 

B.animalis ssp. lactis Bb-12  

(Chr. Hansen, Hoersholm, 
Dinamarca) 

- Ágar Man, Rogosa & 
Sharpe (MRS) 

adicionado de cisteína a 
10% (m/v), dicloxacilina 
a 0,1% (m/v), glicose a 
20% (m/v) e cloreto de 

lítio 11% (m/v)   

37ºC/72h em 
anaerobiose 

Merck Millipore, 
Darmstadt, 

Alemanha; Synth, 
Diadema, SP, 
Brasil; Sigma 

Aldrich, St. Louis, 
MO, Estados 

Unidos; 
Dinâmica, 

Diadema, São 
Paulo, Brasil 

B. breve PXN 25 

(Protexin, Lopen Head, UK) 

- Ágar Man, Rogosa & 
Sharpe (MRS) 

adicionado de cisteína a 
10% (m/v), dicloxacilina 
a 0,1% (m/v), glicose a 
20% (m/v) e cloreto de 

lítio 11% (m/v)   

30ºC/72h em 
anaerobiose 

Merck Millipore, 
Darmstadt, 

Alemanha; Synth, 
Diadema, SP, 
Brasil; Sigma 

Aldrich, St. Louis, 
MO, Estados 

Unidos; 
Dinâmica, 

Diadema, São 
Paulo, Brasil 

B. subtilis PXN 21 

(Protexin, Lopen Head, UK) 

80ºC/ 10 min Mannitol Egg Yolk 
Polymyxin Agar (MYP 

Ágar) 

37ºC/24h e  20ºC/24h 
em aerobiose 

Acumedia, 
Lansing, USA) 

B. coagulans GBI-30 6086 

(Ganeden Biotech, Mayfield 
Heigths, EUA) 

80ºC/ 10 min Glucose Yeast Extract 
Agar (BC) 

40ºC/ 48h em 
aerobiose 

Formulado* 

B. coagulans MTCC 5856 

(Lactospore, New Jersey, EUA) 

80ºC/ 10 min Glucose Yeast Extract 
Agar (GYEA) 

37ºC/72h em aerobiose Formulado* 

- não se aplica.  * descrito em apêndice. 
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3. Resultados e Discussão  

Todas as matrizes selecionadas e testadas no presente estudo – suco de laranja, requeijão 

cremoso e pão - apresentam grande consumo no território brasileiro (ABIP, 2015; ABIQ, 2013; 

CitrusBr, 2011;Van Dender et al., 2014) permitindo, portanto, a ingestão contínua (prolongada) 

de produtos alimentícios probióticos bastante apreciados, resultando em possíveis efeitos 

benéficos à saúde. 

 

3.1. Viabilidade das cepas probióticas ao longo da vida de prateleira 

Ao adicionar probióticos em alimentos é necessário um controle rigoroso da sua 

viabilidade na matriz e durante sua vida de prateleira, tornando-o dessa maneira um produto 

funcional capaz de conferir benefícios à saúde. O estudo da sobrevivência de probióticos em 

alimentos é de extrema importância, visto que para se obter um produto probiótico adequado, 

este deve ser estável quanto às suas características físico-químicas e atributos organolépticos; 

além disso, a cepa probiótica deve manter-se viável durante sua vida de prateleira (Homayoni 

Rad et al., 2012; Jankovic, Sybesma, Phothirath, Ananta, & Mercenier, 2010). 

Na Tabela 2 estão expressos os valores (log UFC ou esporos/g ou mL) referentes às 

reduções das populações de células vegetativas (Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.) ou 

esporos (Bacillus spp.) determinadas entre as contagens no início e ao final da vida de prateleira 

dos diferentes produtos alimentícios testados.  

De acordo com os resultados, não houve diferença significativa (p>0,05) entre as 

populações de esporos dos Bacillus probióticos avaliados nas três matrizes alimentícias 

testadas, ao longo do período de armazenamento (Tabela 2). Comportamento distindo foi obtido 

pelas populações de BAL nos alimentos testados, em que se observou algumas variações nas 

suas contagens. 
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 Tabela 2. Número de redução (ɣ) expressa como valores de média ± desvio padrão (log UFC ou esporo/g ou mL), das populações inicial (N0) e final (Nf) de 

células vegetativas (Lactobacillus e Bifidobacterium) e esporos (Bacillus), na vida de prateleira de diferentes matrizes alimentícias. 

*na: não se aplica.  A,B  Letras maiúsculas em expoente diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre matrizes para o mesma cepa probiótica 

baseado no Teste t.  a, b, c Letras minúsculas sobrescritos diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre diferentes cepas probióticas na mesma 

matriz alimentícia baseado no Teste de Tukey. 

Cepa Requeijão cremoso Suco de laranja Pão 

 N0 Nf ɣ N0 Nf ɣ N0 Nf ɣ 

L. acidophilus La-5 7,67±0,25 5,61±0,84 -2,07Aa±0,59 7,37±0,23 3,46±0,04 -3,91Ac±0,19 na* 

 L. paracasei PXN 37 8,26±0,14 8,06±0,08 -0,20Aab±0,06 8,76±0,03 7,92±0,08 -0,84Aa±0,05 na* 

B. animalis Bb-12  8,40±0,12 6,18±0,33 -2,22Aab±0,21 7,32±0,05 7,66±0,01 0,34Bb±0,04 na* 

B. breve PXN 25 7,33±0,5 7,15±0,97 -0,18Bab±0,47 1,54±0,06 6,55±0,17 5,01Ac±0,11 na* 

B.coagulans MTCC 5856*; 8,32±0,27 8,59±0,07 0,27Ab±0,20 8,24±0,16 8,08±0,18 -0,12Ac±0,01 7,39±0,28 7,25±0,20 -0,14Aa±0,08 

B.coagulans GBI-30 6086* 8,46±0,16 8,62±0,04 0,16Ab±0,12 8,24±0,16 7,94±0,03 -0,30Ac±0,13 6,00±0,33 6,67±0,23 0,67Aa±0,09 

B.subtilis PXN 21* 7,86±0,38 7,08±0,35 -0,78Aab±0,03 7,23±0,19 7,60±0,13 0,37Ac±0,07 5,06±0,97 4,45±0,81 -0,61Aa±0,16 
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3.1.1.Viabilidade na vida de prateleira do requeijão cremoso 

De acordo com os nossos resultados, as cepas L. acidophilus La-05 e B. animalis Bb-12 

exibiram maiores reduções populacionais, 2,07±0.59 e 2,22±0.21 log UFC/g respectivamente, 

em comparação aos esporos de Bacillus, com reduções abaixo de 1 ciclo log esporos durante a 

vida de prateleira do requeijão cremoso. Essas cepas apresentraram contagens de 5,61±0,84 e 

6,18±0,33 log UFC/g, respectivamente, ao final do período de estocagem do produto 

alimentício (Tabela 2). Resultados semelhantes foram observados em um estudo no qual a 

viabilidade das mesmas cepas probióticas foi determinada em amostras de queijo prato a 12ºC 

por 60 dias (Chaves & Gigante, 2016). Populações de L. acidophilus La-5 associadas ao 

Bifidobacterium Bb12, ou não, no queijo prato reduziram de 1,65 a 2,06 log UFC após 60 dias 

de estocagem do produto. A população de Bifidobacterium Bb12 sozinho também apresentou 

reduções durante o armazenamento (1,72 log UFC). Porém, apesar das perdas durante a vida 

de prateleira do queijo prato, a concentração de células viáveis ainda permaneceram acima de 

108 UFC/porção do queijo (Chaves & Gigante, 2016), o que contrasta com os resultados obtidos 

no presente estudo, no qual os micro-organismos probióticos apresentaram populações 

inferiores a 7 log UFC/g. Outros autores avaliaram diferentes produtos lácteos e observaram 

que ao adicionar L. acidophilus La-05 probiótico a uma sobremesa láctea após processamento 

térmico e estocá-la a 5ºC por 28 dias, houve redução de suas populações de células viáveis, 

indicando que essa redução estava associado a redução do pH da matriz. Dessa maneira, mesmo 

tendo elevado teor de sólidos presentes na matriz, essa não protegeu a cepa probiótica durante 

a vida de prateleira (Fernandes et al., 2013). O contrário foi encontrado em  estudo com 

combinação de cepas probióticas ácido láticas (BAL) inoculadas em iogurtes, queijo curado e 

em forma de cápsulas, onde as populações das BAL se mantiveram elevadas durante a vida de 

prateleira, demonstrando que a forma de veiculação dos micro-organismos probióticos 

apresentou efeito protetor (Saxelin et al.,2010). 

A dosagem recomendada de probióticos para que exerça efeito(s) probiótico(s) é bastante 

discutível (heterogênea) levando-se em consideração as legislações adotadas por diferentes 

países do mundo. Portanto, é importante padronizar as metodologias de inoculação microbiana 

para melhor comparação dos resultados (Foligné et al., 2013; Sanders et al., 2013). 

Comparando as BAL e os esporos de Bacillus, somente as reduções da população cepa 

L.acidophilus La-5 (2,07±0.59 log UFC/g) diferiram estatisticamente (p<0,05) daquelas obtidas 

para os esporos de B. coagulans MTCC 5856 (0,27±0.20 esporos/g) e 6086 (0,16±0.12 
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esporos/g), demonstrando sua baixa resistência frente aos esporos no queijo avaliado (Tabela 

2). Por outro lado, as cepas L. paracasei PXN 37 e B. breve PXN 25 apresentaram reduções em 

suas contagens (0.20±0.06 e 0,18±0.47 log UFC/g, respectivamente) semelhantes àquelas 

determinadas para as populações de esporos de Bacillus probióticos, mantendo-se estáveis 

durante todo o período de armazenamento do requeijão cremoso, com contagens acima de 7 

ciclos log UFC/g. Dentre as cepas de Bacillus estudadas, a população de esporos de B.subtilis 

PXN 21 foi a que apresentou maior redução no requeijão cremoso, determinada em 0,78±0,03 

log esporos/g após 45 dias de armazenamento, mas não distinta (estatisticamente) em 

comparação àquelas observadas para as outras cepas probióticas esporuladas (p>0,05) (Tabela 

2). 

Os produtos lácteos são os alimentos com maior destaque dentro do mercado de alimentos 

probióticos, devido a boa familiarização com os consumidores. Neste contexto, o requeijão 

cremoso, sendo uma matriz probiótica láctea, é muito promissor para a adição desses micro-

organismos. Porém, o processamento térmico aplicado ao requeijão cremoso impede que a 

maioria das células vegetativas sejam adicionadas diretamente ao produto, tornando-o um 

excelente veículo para esporos probióticos, devido a sua maior resistência térmica. Atualmente, 

existem poucos estudos sobre cepas probióticas inoculadas em requeijão  cremoso (Drunkler, 

2009; Gaino, Voltarelli, Rensis, & Vianna, 2012; Teixeira, 2012), e consequentemente, nenhum 

produto comercial, tornando-o um alimento com elevado potencial no mercado de alimentos 

funcionais, do ponto de vista econômico. 

 

3.1.2.Viabilidade na vida de prateleira do suco de laranja 

O uso de sucos de frutas como matriz probiótica não láctea vem sendo bastante explorado, 

dada a expressiva incidência de problemas de hipercolesterolemia e alergias a componentes do 

leite (Luckow e Delahunty, 2004; Sheehan, Ross e Fitzgerald, 2007; Pereira, Maciel e 

Rodrigues, 2011; Peres, Peres, Hernández-Mendoza, & Malcata, 2012). A presença de 

nutrientes como compostos antioxidantes, vitaminas, fibras e minerais nesse grupo de alimentos 

tornam-os atraentes do ponto de vista econômico, além de funcionarem como substrato ideal 

para a multiplicação de probióticos (Shori, 2015). 

Ao longo da vida de prateleira das amostras de suco de laranja (7 dias), a cepa  L. 

acidophilus La-5 apresentou a maior redução notável do número de células viáveis (3,91±0,19 
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log UFC/mL) em relação aos outros micro-organismos avaliados, atingindo população de 

3,46±0,04 no final da estocagem. Comportamento distinto (p<0,05) foi encontrado em relação 

à cepa da população de B.breve PXN 25, cuja população aumentou (5.01Ac±0.11 log UFC/mL) 

durante aquele mesmo intervalo de tempo ao final da vida de prateleira do alimento (Tabela 2). 

Tal resultado pode ter um viés na sua contagem no início da vida de prateleira, visto que ele 

não atingiu a concentração adequada de inóculo (acima de 6 ciclos log). Em um estudo com 

diferentes cepas de Lactobacillus probióticas inoculadas em sucos de frutas (laranja, abacaxi e 

cramberry) por 12 semanas, revelou que existem diferenças extensas entre as cepas probióticas 

quanto à sua resistência ao ácido. Porém nenhuma cepa estudada conseguiu manter populações 

acima de 106 UFC/ml de suco após o processo de pasteurização de 76ºC/30 seg ou 90ºC/1min 

(Sheehan, Ross & Fitzgerald, 2007). Comportamento semelhante àquele verificado no presente 

estudo para a cepa L. acidophilus La-05 incorporada às amostras de suco de laranja, indicando 

que possivelmente as caracteristicas das matrizes alimentícias nas quais foram inoculados 

impactaram negativamente sua sobrevivência e multiplicação durante o período de 

armazenamento.  

No presente estudo, ao final da vida de prateleira, as contagens de células viáveis 

determinadas para L. paracasei PXN 37 e B.animalis ssp lactis Bb-12 mantiveram contagem 

elevadas (7,92 log UFC/mL e 7,66 log UFC/mL respectivamente), assim como aquelas 

observadas para os esporos de Bacillus probióticos avaliados (Tabela 2), e suas reduções na 

bebida cítrica diferiram significativamente (p<0,05) entre si. Finalmente, no suco de laranja, a 

população de esporos de Bacillus determinados ao longo de sua vida de prateleira mantiveram-

se relativamente constantes (acima de 7 logs esporos/mL), com reduções abaixo de 0,5 log 

esporos/mL nas amostras de suco para todas as cepas esporuladas estudadas (Tabela 2). 

Portanto, os dados mostraram novamente a maior resistência dos esporos probióticos em 

relação a algumas células vegetativas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium estudados, 

quando inoculados no suco de laranja, que se caracteriza como matriz com pH baixo e alta 

acidez, características deletérias para a maioria das BAL probióticas. 

 

3.1.3. Viabilidade na vida de prateleira do pão caseiro 

Nas amostras de pão, as populações de esporos dos Bacillus avaliados apresentaram 

reduções menores que 1 ciclo log. O número de esporos de B. subtilis PXN 21 determinados 

no fim da vida de prateleira do produto (4,45 log esporos/g) foi menor do que aquele observado 
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inicialmente (5,06 log esporos/g), indicando uma menor resistência e/ou possivel germinação 

após a vida de prateleira do produto. Por outro lado, as contagens de esporos obtidas para as 

cepas de B. coagulans mantiveram-se praticamente estáveis no mesmo intervalo de tempo (7 

log esporos/g).  A avaliação da sobrevivência de micro-organismos probióticos adicionados às 

amostras de pão foi realizada somente testando-se os esporos de Bacillus, uma vez que células 

vegetativas  do gênero Lactobacillus e Bifidobacterium não sobreviveriam ao processamento 

térmico do alimento, mesmo encapsuladas como demonstrado por Altamirano-Fortoul, 

Moreno-Terrazas, Quezada-Gallo, & Rosell, 2012; Zhang, Huang, Ananingsih, Zhou, & Chen, 

2014). 

A utilização de alimentos pertencentes à classe de cereais, principalmente os pães, como 

veículos para culturas probióticas possui potencial significativo. Farinhas obtidas a partir de 

grãos de cereais podem possuir substâncias prebióticas, as quais podem proteger o micro-

organismo durante sua passagem pelo TGI e aumentar a sua colonização no hospedeiro 

(Martins et al., 2013). Além disso é um alimento mundialmente consumido, o que faz dele uma 

matriz interessante para alcançar grande parcela da população. Contudo, os processos de 

manufatura dos produtos de panificação empregam condições letais ou sub-letais para cepas 

probióticas, em especial às células vegetativas. Estudos averiguando a sobrevivência e doses 

efetivas de probióticos esporulados para obter benefícios à saúde devem ser mais exploradas.  

 

3.2. Viabilidade de micro-organismos probióticos submetidos aos fluidos 

simulados do TGI 

As porcentagens de viabilidade das cepas probióticas (esporos ou células vegetativas) 

adicionadas às diferentes matrizes alimentícias expostas aos fluidos simulados do TGI foram 

determinadas no início e ao final da vida de prateleira de cada produto e estão apresentadas na 

Tabela 3 . Os valores das reduções das populações das cepas probióticas estudadas em função 

do pH  e matrizes de requeijão cremoso, suco de laranja e pão estão expressos na Tabela 4. A 

viabilidade das cepas probióticas estudadas em função do tempo e pH de digestão nas matrizes 

de requeijão cremoso, suco de laranja e pão estão expressos nas Figuras 4, 5 e 6. 
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Tabela 3. Viabilidade (%) de cepas probióticas adicionadas a diferentes matrizes alimentícias submetidas, no início e ao final da vida de prateleira de três 
produtos alimentícios, às condições simuladas do TGI 

Cepas Requeijão cremoso Suco de laranja Pão 

 T0 Tf T0 Tf T0 Tf 

L. paracasei PXN 37  84,61ab±0,64 57,66a±1,85 68,36a±1,28 49,55b±1,99 na** na** 

L. acidophilus La-5  62,09d±1,46 65,04a±0,98 50,14ab±1,84 202,68a±1,78 na** na** 

B. animalis ssp lactis Bb-12 83,29abc±0,70 95,24a±0,15 < 1ciclo log < 1ciclo log na** na** 

B. breve PXN 25 65,14cd±1,28 68,96a±1,11 < 1ciclo log < 1ciclo log na** na** 

B.coagulans MTCC 5856* 92,51ab±0,31 88,19a±0,48 97,14a±0,12 97,48b±0,10 93,26a±0,24 91,87a±0,28 

B.coagulans GBI-30 6086* 102,43a±0,08 83,71a±0,57 95,35a±0,18 89,07b±0,43 96,20a±0,12 91,93a±0,26 

B.subtilis PXN 21* 79,97bcd±0,77 91,21a±0,30 84,59a±0,58 84,97b±0,56 83,47a±0,42 91,94a±0,18 

**na: não se aplica. a, b, c Letras minúsculas sobrescritos diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre diferentes cepas probióticas na mesma 
matriz alimentícia, pós contato com as soluções simuladas do trato gastrinstestinal baseado no Teste de Tukey.
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Tabela 4. Redução (ɣ) expressa como valores de média ± desvio padrão (log UFC ou esporo/g ou mL), das populações de células vegetativas (Lactobacillus e 
Bifidobacterium) e de esporos (Bacillus) entre o início (T0) e final (Tf) da vida de prateleira de três produtos alimentícios em cada pH representando diferentes 
as fases de digestão no TGI simulado. 

Cepas Requeijão cremoso Suco de laranja Pão 

 N0  pH 2 pH 5 pH 7 N0  pH 2 pH 5 pH 7 N0  pH 2 pH 5 pH 7 

B. animalis Bb-12 8,40 -1,29±1,58 -1,92±0,79 -1,11±0,42 7,32 0,56±0,18 5,57±0,95 0±0,00 na* 

B. breve PXN 25 7,33 0,71±0,71 0,86±0,37 0,16±0,18 1,54 5,58±3,29 0±0,00 0±0,00 na* 

L. acidophlius La-05 7,68 -2,47±0,31 -2,22±1,05 -1,11±0,63 7,38 -3,10±0,18 1,92±4,33 3,32±2,31 na* 

L. paracasei PXN 37 8,26 -2,41±0,79 -1,68±0,77 -1,94±0,77 8,06 -0,08±0,44 -1,40±0,23 -1,59±0,43 na* 

B. coagulans GBI-30 
6086 

6,93 -0,72±0,07 0,11±0,09 -1,27±1,18 7,92 -0,16±0,59 -0,14±0,62 -0,61±1,36 6,00 0,32±0,10 -0,33±1,38 -0,27±1,12 

B. coagulans MTCC 5856 8,28 -0,29±0,13 0,22±0,28 -0,62±0,19 8,21 -0,09±0,16 0,01±0,09 -0,07±0,02 7,03 -0,85±0,95 -0,62±0,89 -0,20±0,81 

B. subtilis PXN 21 7,73 0,44±1,17 0,25±0,09 0,26±0,12 7,50 1,20±0,20 0,60±0,06 0,04±0,69 5,06 -0,55±1,31 0,03±0,13 -0,25±1,02 

N0= população no primeiro dia de shelf life do alimento estudado. pH 2= fase gástrica; pH 5 = fase entérica I; pH 7= fase entérica II  
*na: não se aplica
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3.2.1. Viabilidade das cepas probióticas adicionadas em requeijão cremoso expostas à 

digestão simulada 

De acordo com a Tabela 3, pode-se observar que entre as cepas probióticas avaliadas, L. 

paracasei PXN 37, B. animalis Bb-12 e B. coagulans GBI-30 6086 apresentaram as maiores 

porcentagens de sobrevivência nas amostras de requeijão cremoso após contato com as enzimas 

digestivas, determinadas no primeiro dia de armazenamento do produto, embora a maior delas 

tenho sido verificada para o micro-organismo esporulado (102,43%), onde observou seu 

crescimento ou germinação no intestino. Ainda no primeiro dia de armazenamento das amostras 

de requeijão cremoso probiótico submetidas às condições simuladas do TGI, observou-se que 

as BAL mostraram-se mais sensíveis do que os esporos de Bacillus, exibindo reduções 

populacionais na faixa de 1,27 a 2,91 log UFC/g até o final da digestão, atingindo contagens de 

células viáveis entre 4,77 e 6,99 log UFC/g. O mesmo foi encontrado em um estudo com 

requeijão, onde as cepas probióticas BAL avaliadas apresentaram perda de sua viabilidade ao 

entrarem em contato com condições gástricas (pH 2.5 e 3.0 e solução de pepsina -1000 

unidades/mL a 37°C) e solução biliar de 0,3% (p/v) e se mostraram cepas-dependentes 

(Madureira et al., 2005). Por outro lado, a redução máxima das populações dos esporos foi 

determinada para B. subtilis PXN 21 (1,55 log UFC/mL), o qual ainda exibiu contagens 

razoavelmente altas no final da digestão simulada de 6,18±0,18 UFC/g.  

Os resultados obtidos quanto à sobrevivência das diferentes cepas probióticas nas amostras 

de requeijão cremoso em cada fase da digestão in vitro, durante o início e final (45 dias) da vida 

de prateleira do produto estão expressos na Tabela 5. 
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Tabela 5. Viabilidade de diferentes cepas (log UFC/g) ou esporos probióticos (log esporos/g) 

inoculados em amostras de requeijão cremoso submetidos, no início (T0) e ao final (T45) de sua vida de 

prateleira, à digestão simulada (diferentes valores de pH) do trato gastrintestinal.  

 

Cepa pH 2 

(UFC/g) 

pH 5 

(UFC/g) 

pH 7 

(UFC/g) 

 T0 

B. animalis Bb-12 7,63a±0,24 7,84a±0,12 6,99ab±0,14 

B. breve PXN 25 5,48a±0,71 4,87b±0,19 4,78a±0,37 

L. acidophlius La-05 6,76a±0,20 5,93ab±0,83 4,77c±0,27 

L. paracasei PXN 37 7,24a±0,79 7,28ab±0,74 6,99a±0,82 

B. coagulans GBI-30 
6086 

6,97a±0,16 7,27ab±0,65 7,10a±0,11 

B. coagulans MTCC 
5856 

7,55a±0,09 7,44ab±0,16 7,65a±0,24 

B. subtilis PXN 21 6,27a±0,06 5,94ab±0,04 6,18abc±0,18 

 T45 

B. animalis Bb-12 6,35a±1,35 5,93ab±0,67 5,88ab±0,44 

B. breve PXN 25 6,20a±1,07 5,74b±0,08 4,93bc±0,26 

L. acidophlius La-05 4,29a±0,02 3,71c±0,09 3,65c±0,18 

L. paracasei PXN 37 4,83a±0,23 5,60bc±0,20 5,05bc±0,28 

B. coagulans GBI-30 
6086 6,25a±0,10 7,39a±0,58 5,82a±0,73 

B. coagulans MTCC 
5856 7,46a±0,48 7,86ab±0,23 7,17ab±0,03 

B. subtilis PXN 21 5,97a±0,68 6,45ab±0,24 6,25ab±0,20 

a,b,c Letras minúsculas sobrescritos diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre diferentes 

cepas probióticas nos mesmos valores de pH baseado no Teste de Tukey. 
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Todas as cepas testadas apresentaram perfil de sobrevivência semelhante (p>0,05) ao entrar 

em contato com meio mais ácido (pH 2), no início (com média de 6,84 log UFC ou esporos/g) 

e no final (com média de 5,98 log UFC ou esporos/g) avaliados na vida de prateleira do 

requeijão cremoso (Figura 4). A matriz láctea pode ter sido um fator importante para a proteção 

do micros-organismos ao entrarem em contato com a solução gástrica in vitro, uma vez que 

todas as cepas apresentaram populações semelhantes nessa etapa. Porém, as cepas L. 

acidophilus La-5, L. paracasei PXN 37 e B. animalis Bb-12 exibiram as maiores reduções 

(2,47, 2,41 e 1,28 log UFC/g, respectivamente) ao final da vida de prateleira do produto exposto 

ao suco gástrico. Em um estudo utilizando as cepas probióticas de B. animalis Bb-12, B. 

animalis Bo e L. breve LMG 6906, adicionados a amostras de queijo, apresentaram elevadas 

taxas de sobrevivência de, após exposição aos sucos gástrico e entérico simulados (Madureira 

et al., 2005), não corrobando com o encontrado neste trabalho para bactérias ácido-láticas. Por 

outro lado, as populações de esporos de Bacillus se mantiveram praticamente inalteradas, com 

contagens acima de 6 log esporos/g, mostrando sua maior resistência a fase gástrica em relação 

às BALs, mesmo após a estocagem do produto.  

As cepas que apresentaram as maiores reduções populacionais durante a fase entérica I (pH 

5) após 45 dias de estocagem foram L.acidophilus La-5 (2.22±1.05), B. animalis Bb-12 

(1.92±0.79) e L. paracasei PXN 37 (1.68±0.77) (Tabela 4), tendo a primeira como a mais 

sensível a variação de pH e vida de prateleira do requeijão cremoso (p<0,05). Em estudo 

utilizando sorvete produzido com leite de cabra inoculado com B. animalis Bb-12, também foi 

apontada elevada redução de suas populações (até 4log UFC/mL) após contato do micro-

organismo com bile e pancreatina, simulando a fase intestinal do processo digestivo (Silva et 

al., 2015). 

 As populações das cepas do gênero Bifidobacterium submetidas a pH 5 por 2h no início da 

vida de prateleira das amostras de requeijão cremoso apresentaram diferença estatística entre si 

(p<0,05), mas as populações de B. animalis Bb-12 não diferiram das populações de esporos dos 

Bacillus probióticos (Figura 4A). Porém, após 45 dias de armazenamento do produto 

alimentício, as populações de B. breve PXN 25 (5,74 log UFC/g), L. acidophilus La-05 (3,71 

log UFC/g) e L. paracasei PXN 37 (5,60 log UFC/g) mostraram-se distintas às contagens 

encontradas para os esporos de B. coagulans MTCC 5856, que exibiu populações mais elevadas 

(7,39 log esporos/g), indicando sua maior adaptação ao pH 5 (Tabela 5).  
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Na última etapa de digestão, os micro-organismos probióticos apresentaram redução de até 

1,94 ciclos log na sua população ao final da vida de prateleria do requeijão cremoso. B. animalis 

Bb-12 (1.11±0.42), L.acidophilus La-5 (1.11±0.63), L. paracasei PXN 37 (1.94±0.77)  e B. 

coagulans GBI-30 6086 (1.27±1.18) apresentaram os maiores índices (Tabela 4). Em pH 7 e 

na presença de bile e pancreatina, L. acidophilus La-5, foi o micro-organismo mais sensível de 

todos, exibindo as menores populações no início (4,77 log UFC/g) e ao final (3,65 log UFC/g) 

da vida de prateleira do produto (p<0,05) (Figura 4B). Por outro lado, nessas mesmas 

condições, foram observadas contagens entre 6,18-7,10 e 5,82-6,44 log esporos/g de Bacillus 

no começo e ao final da vida de prateleira, respectivamente. Portanto, os esporos de Bacillus 

probióticos veiculados nas amostras de requeijão cremoso e mantidos durante seis horas em 

contato com fluidos simulados do TGI exibiram as maiores contagens (7,17 log UFC/g para B. 

coagulans MTCC 5856; 5,82 log UFC/g para B. coagulans GBI-30 6086 e 6,25 log UFC/g para 

B. subtilis PXN 21), em comparação àquelas observadas para as cepas dos gêneros 

Lactobacillus (3,65 log UFC/g para L. acidophilus La-05 e 5,05 log UFC/g  para L. paracasei 

PXN 37) e Bifidobacterium ( 4,93 log UFC/g para B. brevis PXN 25 e 5,88 log UFC/g para B. 

animalis Bb-12) (Tabela 5). 

Embora as porcentagens de sobrevivência às condições in vitro do TGI pelos esporos de 

Bacillus probióticos tenham apresentado redução no final da vida de prateleira do produto, os 

valores obtidos mostraram-se superiores a 80%, com contagens de 5,82±0,73 (B. coagulans 

GBI 30 6086), 6,40±0,20 (B. subtilis PXN 21) e 7,17±0,03 (B. coagulans MTCC 5856) 

esporos/g (Tabela 3). Por outro lado, somente a cepa B. animalis Bb-12 dentre as BAL, exibiu 

contagens elevadas após o contato dos micro-organismos com os sucos digestivos (95,24%) 

após 45 dias, atingindo contagem de 5,89±0,44 log UFC/g (Tabela 5), mostrando melhor 

desempenho dessa cepas na matriz láctea. 

Dentre as outras BAL avaliadas, no término da vida de prateleira das amostras de requeijão 

cremoso, após 6h de digestão simulada, a viabilidade de L. paracasei PXN 37 diminuiu 26,95%, 

o que correspondeu a uma redução de 3,71 log UFC da sua população inicial, indicando que o 

micro-organismo é sensível ao contato com os fluidos do TGI. As cepas L. acidophilus La-5 e 

B. breve PXN 25 apresentaram porcentagens de sobrevivência inferiores a 70%, determinadas 

no início e ao final da vida de prateleira do alimento (45 dias sob refrigeração), após exposição 

aos fluidos simulados do TGI  (Tabela 3). Assim, nessas condições, as populações dessas 

mesmas cepas foram determinadas em 3,65 e 4,93 log UFC/g, respectivamente, no 45˚ dia de 

armazenamento do alimento. A diminuição da concentração do micro-organismo probiótico no 
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requeijão cremoso está associada a redução de sua viabilidade diantes das condições simuladas 

do TGI e na vida de prateleira, critérios primordiais para caracterizar um alimento probiótico. 

 

3.2.2. Viabilidade das cepas probióticas adicionadas em suco de laranja expostas à 

digestão simulada 

Nas amostras de suco de laranja avaliadas, dentre as BAL estudadas, as cepas do gênero 

Bifidobacterium não foram capazes de sobreviver após o contato com as enzimas digestivas 

simuladas do TGI, nos dois intervalos de tempos testados (início e final da vida de prateleira- 

T0 e Tf) (Tabela 3). Assim, Bifidobacterium spp. apresentaram maior sensibilidade à acidez, 

sendo suas populações inferiores ao limite de detecção do método empregado (1 log UFC/mL) 

devido ao estresse causado pelo pH da matriz em que foram inoculados e pelo ambiente 

gastrintestinal simulado. Na realidade, sabe-se que as espécies do gênero Bifidobacterium são 

notoriamente mais sensíveis a  alimentos com pH ácidos (4,5-5,0) e alcalinos (8,0-8,5) 

(Macedo, Luchese, Guerra, & Guimar, 2008), por ter menor capacidade de pós-acidificação, a 

qual é capacidade constante de produção de ácidos, característica principalemente observada 

em cepas do gênero Lactobacillus. 

Entre as BAL avaliadas, L. paracasei PXN 37, juntamente com os esporos de Bacillus 

probióticos (MTCC 5856; GBI-30 6086 e PXN 21) exibiram as maiores porcentagens de 

sobrevivência (68,36%; 97,14%, 95,35% e 84.59%, respectivamente) no primeiro dia de 

estocagem após contato com as enzimas simuladas do TGI, atingindo contagens de 5,51±0,87; 

7,97±0,15 e 7,55±0,05, 6,35±0,39 log UFC/mL respectivamente (Tabela 2). Porém, após os 7 

dias de armazenamento do produto alimentício, observou-se população reduzida de L. 

paracasei PXN 37, o qual exibiu sobrevivência de 49,55% (3,92±1,17 log UFC/mL) (Tabela 

3). De outro modo, L. acidophilus LA-5 foi capaz de se multiplicar durante a vida de prateleira 

do produto, resistindo às condições hostis simuladas do TGI e aumentando sua população 

inicial em aproximadamente 2 vezes no final da estocagem do suco (202,68), recuperando sua 

população (3,69±2,0 para 7,02±0,36) (Figura 4B). Isto pode estar relacionado à uma possível 

adaptação da célula vegetativa ao meio durante o processo simulado de digestão, aumentando 

sua tolerância às mudanças de pH devido a sua alta capacidade de pós-acidificação (Macedo et 

al., 2008) ou ao fato de algumas cepas expressarem proteínas de resposta ao estresse (Ferreira, 

2011), conseguindo multiplicar-se nas condições simuladas do TGI. Outra possível explicação 

para tal aumento da população de L. acidophilus La-05 é sua boa adaptação a matriz probiótica 
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(suco de laranja), a qual é caracterizada como ácida. Por sua vez, os esporos das cepas de 

Bacillus apresentaram taxas de sobrevivência superiores a 80% (7,89 log UFC/g para B. 

coagulans MTCC 5856; 6,94 log UFC/g para B. coagulans GBI-30 6086 e 6,38 log UFC/g para 

B. subtilis PXN 21) (Tabela 3), indicando maior viabilidade em comparação àquelas 

determinadas para BAL nas amostras de suco de laranja após contato com fluidos simulados 

do TGI.  

Na Tabela 6 estão apresentados os resultados obtidos a partir das análises de sobrevivência 

de cepas probióticas veiculadas nas amostras de suco de laranja, em cada fase da digestão in 

vitro, no início e ao final (7 dias) de sua vida de prateleira.  

No primeiro dia de estocagem do suco de laranja, foi observada baixa população de B. breve 

PXN 25 (1,59±0,06 log UFC/mL), a qual se manteve após contato com HCl e pepsina (pH 2) 

(1,79±0,02 log UFC/mL), o que pode ser explicado por viés da contagem da cepa probiótica, 

visto que no tempo inicial está abaixo de 6 ciclos log UFC/mL. Ao final da digestão gástrica, 

os esporos de B. subtilis PXN 21 (6,35 log esporos/mL) e L. acidophilus La-5 (6,35 log 

esporos/mL) exibiram populações mais elevadas em comparação àquelas determinadas para B. 

breve PXN 25 (1,79 log UFC/mL) (p<0,05), porém, menores em relação àquelas observadas 

para B. animalis ssp lactis Bb-12 (7,16 log UFC/mL), L. paracasei PXN 37 (8,13 log UFC/mL) 

e esporos de B. coagulans (8,02-8,11 log esporos/mL) (p>0,05)  (Figura 5B). Após 7 dias de 

refrigeração das amostras de suco de laranja e exposição dos micro-organismos probióticos à 

etapa mais ácida do ensaio, L. acidophilus La-05 apresentou redução populacional mais 

expressiva (3,10±0,18 log UFC/mL) em comparação às demais cepas avaliadas (p<0,05) 

(Tabela 3). Por outro lado, houve crescimento da população de B. brevis PXN 25 (5,58±3.29) 

em pH 2 no final da vida útil do suco de laranja, a qual não foi detectada nas próximas etapas 

da digestão simulada. A espécie Bifidobacterium possuem menor capacidade pós-acidificação 

do que as espécies de Lactobacillus, não se adaptando tão bem como essas em matrizes mais 

ácidas ou submetidas a uma variação de pH recorrente (Macedo et al., 2008). 
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Tabela 6. Viabilidade de diferentes cepas (log UFC/mL) ou esporos probióticos (log esporos/mL) 

inoculados em amostras de suco de laranja submetidos, no início (T0) e ao final (T7) de sua vida de 

prateleira, à digestão simulada (diferentes valores de pH) do trato gastrintestinal. 

Cepa pH 2 

(UFC/g) 

pH 5 

(UFC/g) 

pH 7 

(UFC/g) 

 T0 

B. animalis Bb-12 7,16b±0,10 0,00b±0,00 0,00b±0,00 

B. breve PXN 25 1,79d±0,02 0,00b±0,00 0,00b±0,00 

L. acidophlius La-05 6,34c±0,10 4,34ab±1,98 3,70ab±2,00 

L. paracasei PXN 37 8,13a±0,06 5,47a±0,96 5,51ab±0,87 

B. coagulans GBI-30 
6086 

8,02a±0,14 7,60a±0,05 7,55ab±0,05 

B. coagulans MTCC 
5856 

8,11a±0,16 7,98a±0,07 7,97ab±0,15 

B. subtilis PXN 21 6,35c±0,05 6,78a±0,09 6,35ab±0,39 

 T7 

B. animalis Bb-12 7,73a±0,02 5,57ab±0,67 0,00c±0,00 

B. breve PXN 25 7,36a±0,68 0,00c±0,00 0,00c±0,00 

L. acidophlius La-05 3,24b±0,03 6,26ab±1,08 7,02ab±0,37 

L. paracasei PXN 37 8,04a±0,37 4,07b±1,12 3,92b±1,17 

B. coagulans GBI-30 
6086 7,86a±0,28 7,46a±0,38 6,94a±0,92 

B. coagulans MTCC 
5856 8,13a±0,07 8,05ab±0,06 7,89ab±0,12 

B. subtilis PXN 21 7,55a±0,09 7,38ab±0,08 6,38ab±0,09 

 a,b,c Letras minúsculas sobrescritos diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre 

diferentes cepas probióticas nos mesmos valores de pH baseado no Teste de Tukey. 
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Nas condições entéricas simuladas (pH 5 ou pH 7 contendo bile e pancreatina) no início da 

vida de prateleira da bebida avaliada, as cepas probióticas pertencentes ao gênero 

Bifidobacterium apresentaram maior sensibilidade em comparação às demais, testadas sob as 

mesmas condições, não sendo possível detectá-las após 6 horas de digestão simulada (Figura 

5A). No entanto, é interessante ressaltar que após 7 dias de armazenamento sob refrigeração e 

exposição a pH 5, as amostras de suco de laranja contendo B. animalis ssp lactis Bb-12 exibiram 

contagens mais elevadas que aquelas determinadas no início da vida de prateleira; no entanto, 

nova redução foi observada quando o pH 7 foi testado (Tabela 6). A rápida adaptação de B. 

animalis Bb-12 ao pH 5, pode indicar multiplicação do micro-organismo probiótico na primeira 

porção do intestino. Porém, a oscilação do valor do pH do meio durante o processo digestivo, 

muito provavelmente estressou a célula vegetativa, levando a sua morte. 

Ao final da vida de prateleira das amostras de suco de laranja, ao ser exposto a enzimas 

entéricas (pH 5 e 7), foi observado que as contagens da população de L. acidophilus La-05 

aumentaram em relação ao começo da vida de prateleira da bebida,  principalmente no pH 7 

(3,32 ciclos log) (Tabela 4), podendo indicar sua melhor adaptação ao micro ambiente com pH 

próximo ao ótimo requerido para a multiplicação de BAL (pH 6,2). 

Conforme observado no presente estudo, os esporos de Bacillus apresentaram maiores 

populações quando comparadas às BAL após o contato com as enzimas digestivas nos 

diferentes valores de pH testados, tanto no início, quanto ao final da  vida de prateleira das 

amostras de suco de laranja (Tabela 6). O processo de digestão e o armazenamento portanto 

não afetou a viabilidade dos esporos probióticos, os quais atingiram as contagens de 7,89±0,12, 

6,94±0,92 e 6,38±0,09 log esporos/mL para B. coagulans MTCC 5856, B. coagulans GBI-30 

6086 e B. subtilis PXN 21. Por outro lado, dentre as cepas de BAL, L. paracasei PXN 37, no 

ínicio e ao final da vida de prateleira, apresentou maior resistência determinada na fase gástrica, 

com redução de apenas 0,08±0,44 log UFC/mL; contudo, sua viabilidade foi reduzida quando 

exposta às condições entéricas testadas (1,40±0,23 no pH 5) e (1,59±0,43 no pH 7) (Tabela 3). 

Ainda, as contagens obtidas para L. paracasei PXN 37, determinadas no 7º dia de 

armazenamento das amostras de suco de laranja submetidas a pH 5 (4,07±1,11 log UFC/mL) e 

7 (3,92±1,17 log UFC/mL) foram significativamente inferiores (p<0,05) àquelas determinadas 

para os esporos de B. coagulans MTCC 5856 (8,05 e 7,92 log esporos/mL, respectivamente). 

Portanto, as BAL probióticas adicionadas às amostras de suco de laranja não conseguiram 

manter sua concentração inicial (7-8 log UFC/mL) após contato com os fluidos simulados do 
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TGI (Tabela 6). Comportamento oposto foi verificado em relação aos esporos de Bacillus, os 

quais mostraram-se resistentes frente ao pH da matriz (3,5-4,0) e à variação do pH dos fluidos 

das fases gástrica (2) e entéricas I (5) e II (7), exibindo elevados percentuais de sobrevivência 

(Tabela 3). 

 

3.3.3. Viabilidade das cepas probióticas adicionadas em pão caseiro expostas à 

digestão simulada 

Devido à presença da etapa de forneamento do pão (180ºC/20 min) houve redução (p<0,05) 

nas populações dos esporos probióticos estudados (Tabela 2), cujas populações iniciais 

mostraram-se iguais ou inferiores a 7 log esporos/g. É possível que um aumento do inóculo 

inicial adicionado à massa do pão pudesse “compensar” essa redução na sobrevivência dos 

micro-organismos probióticos, superando o “obstáculo” representado pelo processamento 

térmico austero ao qual o produto alimentício é submetido. 

Após serem submetidos aos fluidos do TGI no final da vida de prateleira, as populações de 

esporos de B. subtilis PXN 21 apresentaram menores contagens (4,45 log UFC/g), quando 

comparadas às outras cepas probióticas (7,25 e 6,67 log UFC/g para os esporos de  B. coagulans 

MTCC 5856 e GBI-30 6086 respectivamente) (Figura 6B). A média de sobrevivência dos 

esporos de Bacillus spp. após a digestão no (tf ) da vida útil do pão foi de 91,91%, mas deve-se 

considerar que a contagem inicial esteve abaixo de 7 log UFC/g. Portanto, mesmo havendo 

declínio de aproximadamente de 1 a 2 ciclos log da população de esporos probióticos 

inoculados no pão, devido às altas temperaturas do processamento de panificação, as 

populações se mantiveram estáveis após contato com os fatores estressantes do TGI.  

Em um estudo conduzido por Soukoulis et al. (2014), utilizaram-se pães com filmes 

comestíveis contendo proteínas do soro e alginato de sódio, aos quais foi adicionado o 

probiótico Lactobacillus rhamnosus GG. Aqueles autores observaram resultados satisfatórios 

quanto à viabilidade do micro-organismo probiótico antes e após digestão simulada do 

alimento, com populações determinadas, respectivamente, nas faixas de  7,57-8,98 e 6,55-6,91 

log UFC/porção. No entanto, o método empregado por aqueles pesquisadores para a produção 

de pães probióticos pode não ser economicamente viável, dada sua complexidade e elevado 

custo para utilização pela indústria de panificação. Na realidade, a utilização de cepas 

probióticas (células vegetativas) em pães é um desafio para a indústria de alimentos, já que os 
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micro-organismos não sobreviveriam aos processos térmicos aos quais o produto alimentício é 

submetido.  Dessa maneira, são necessários mais estudos com cepas probióticas mais resistentes 

aos processos deléterios às células vegetativas probióticas, utilizando-se por exemplo, esporos 

de Bacillus, o que ampliaria o leque de opções de alimentos probióticos no mercado. 

Na Tabela 7 estão apresentados os resultados obtidos para a enumeração dos esporos das 

cepas de Bacillus com potencial probiótico inoculados nas amostras de pão durante a vida de 

prateleira (inicial e final), submetidas às condições gástricas simuladas. 

 

Tabela 7. Viabilidade de diferentes esporos probióticos (log esporos/g) inoculados em amostras de pão 

submetidas, no início (T0) e ao final (T7) de sua vida de prateleira, à digestão simulada (diferentes valores 

de pH) do trato gastrintestinal.  

Cepa pH 2 

(UFC/g) 

pH 5 

(UFC/g) 

pH 7 

(UFC/g) 

 T0 

B. coagulans GBI-30 
6086 

5,96a±0,70 6,06a±0,67 6,12a±0,49 

B. coagulans MTCC 
5856 

6,50a±0,46 6,46a±0,37 6,64a±0,61 

B. subtilis PXN 21 5,22a±1,18 4,93a±1,03 4,22a±1,22 

 T7 

B. coagulans GBI-30 
6086 6,16a±0,54 5,90a±0,69 5,97a±0,59 

B. coagulans MTCC 
5856 5,79a±0,56 5,93a±0,26 6,46ab±0,25 

B. subtilis PXN 21 4,48a±0,06 4,27a±0,43 4,01b±0,54 

a,b,c Letras minúsculas sobrescritos diferentes denotam diferenças significativas (p<0,05) entre diferentes 

cepas probióticas nos mesmos valores de pH baseado no Teste de Tukey. 
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De acordo com nossos resultados, no início da vida de prateleira do pão, as populações de 

esporos de Bacillus probióticos se mantiveram estáveis durante todas as fases da digestão (pH 

2, 5 e 7), com redução da sua população abaixo de 1 ciclo log, indicando o pão como matriz 

promissora como alimento funcional com a utilização de esporos probióticos. Porém, os 

esporos de B. subtilis PXN 21 mostraram-se mais sensíveis (4,22±1,22 log esporos/g) (p<0,05) 

quando comparados aos  verificados para B. coagulans MTCC 5856 ( 6,46±0,25 log esporos/g 

no final da fase entérica II (pH 7) (Tabela 7). 

O uso de probióticos em pães representa um grande desafio para a indústria alimentícia, 

visto que as altas temperaturas são letais para esses micro-organismos. Dessa maneira, a 

aplicação de esporos probióticos possibilita que esse alimento, amplamente consumido no 

mundo todo, possa ser adicionado de probióticos esporulados e, por conseguinte, exiba 

propriedades funcionais, promovendo benefícios à saúde do consumidor. Embora membros do 

gênero Bacillus não sejam considerados habitantes naturais do TGI, por não possuírem 

capacidade de adesão ao epitélio intestinal, seu consumo regular pode levar a um maior tempo 

de residência no organismo humano (Donskey et al., 2001; Endres et al., 2009). Por outro lado, 

várias espécies de B. subtilis foram encontradas no TGI humano, apoiando a hipótese que esses 

micro-organismos são comensais neste sítio anatômico (Hong et al., 2009). Isso demonstra o 

potencial do uso de esporos de Bacillus com características probióticas para adição a alimentos, 

a fim de promover a saúde do consumidor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 
 

4. Conclusão 

A sobrevivência das cepas probióticas tradicionais, pertencentes aos gêneros Lactobacillus 

e Bifidobacterium, frente aos fluidos do TGI mostrou-se reduzida ao final do período de 

armazenamento dos produtos alimentícios estudados. O mesmo não foi observado em relação a 

Bacillus spp. probióticos em todas as matrizes alimentícias estudadas, os quais exibiram 

percentual de sobrevivência acima de 80% mesmo no final da vida de prateleira, além de 

apresentarem maiores contagens de células viáveis (esporos) (> 6 log UFC/g ou mL) baseado 

na literatura disponível. 

O presente estudo evidenciou, portanto, resultados animadores quanto à elevada 

sobrevivência das populações de esporos de Bacillus adicionados às diferentes matrizes 

alimentícias e expostas, no início e ao final de sua vida de prateleira, às condições simuladas 

do TGI.  

Os esporos com potencial probiótico demonstraram boa estabilidade nos alimentos 

avaliados. Fatores como tempo (duração da vida de prateleira) e condição de armazenamento 

(refrigerado ou não), além da composição físico-química e processamento dos diferentes 

alimentos não afetaram negativamente a viabilidade dos esporos de Bacillus probióticos. Além 

disso, a sobrevivência das cepas de Bacillus testadas mantiveram-se elevadas, indicando sua 

maior resistência, mesmo após contato com fluidos simulados do TGI em todas matrizes 

avaliadas, em comparação com menores percentuais observados para as cepas de BAL. 

Portanto, o uso de esporos de Bacillus são promissores para utilização como probióticos 

em alimentos, em substituição às células vegetativas pertencentes aos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium, as quais são mais sensíveis à algumas etapas de processamento de alguns 

alimentos, podendo ampliar a possibilidade de aplicações de micro-organismos probióticos pela 

indústria de alimentos em diversas matrizes. 
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Resumo 

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento de diferentes esporos de cepas 

probióticas de Bacillus adicionadas individualmente a requeijão cremoso durante o 

processamento e estocagem do produto alimentício. Os esporos das cepas probióticas de 

Bacillus (B. coagulans MTCC 5856, B. coagulans GBI-30 6086, B. subtilis PXN 21, B. 

subtilis PB6 e B. flexus HK1) foram adicionadas individualmente às formulações de 

requeijão cremoso em diferentes etapas - pasteurização, coagulação e fusão da massa - e 

sua sobrevivência determinada em cada uma delas. i). Além disso, a sobrevivência das 

cepas probióticas de Bacillus foi avaliada ao longo da vida de prateleira do produto (45 

dias a 6˚C). A composição centesimal, proteólise e perfil de ácidos graxos foram 

determinados nas amostras de requeijão durante a vida de prateleira. Os esporos de B. 

coagulans GBI-30 6086 apresentou maior sobrevivência durante todas as etapas do 

processamento do requeijão cremoso e suas populações mantiveram-se estáveis e não 

apresentaram alterações químicas durante o período de 45 dias de armazenamento. A 

adição dos esporos probióticos na etapa de fusão mostrou-se melhor momento de adição 

da cultura microbiana, podendo facilitar o processo tecnológico e evitar a recontaminação 

do produto final.  

 

Palavras chaves: esporos probióticos, Bacillus, requeijão cremoso, sobrevivência 

microbiológica, condições adversas, manufatura. 
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1. Introdução 

Os queijos são considerados uma boa matriz alimentícia para adição de micro-organismos 

probióticos devido às suas características intrínsecas (pH relativamente elevado (4,8-5,6), 

elevado teor de gordura, baixo teor de oxigênio), as quais protegem-os durante o trânsito pelo 

trato gastrintestinal (TGI) (Boylston et al., 2004; Hayes et al., 2006; Van Dender, 2008). O 

requeijão cremoso está inserido dentro do grupo de queijos fundidos ou processados, mas 

possui características semelhantes à queijos frescos devido a sua umidade e, eventualmente, 

teor de gordura. Essas características favorecem a sobrevivência e multiplicação de micro-

organismos probióticos em comparação a queijos curados, uma vez que o produto apresenta 

tempo de armazenamento reduzido, possuem o pH próximo da neutralidade, uma matriz de 

alimentos semi-sólido com uma concentração lipídica relativamente alta, menor quantidade de 

sal, maior teor de umidade e elevada atividade de água. 

O requeijão é obtido a partir da fusão de uma massa de coalhada fresca dessorada e lavada 

com adição de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil. A 

denominação requeijão está reservada ao produto cuja base láctea não contém gordura e/ou 

proteína de origem não láctea (Munck e Campos, 1984; Portaria No 359/1997 do MAPA). Na 

realidade, é um produto tipicamente brasileiro e de alto consumo no país (Sebrae, 2008, 

Teixeira, 2012; Van Dender, 2008). Assim, de acordo com uma pesquisa realizada pelo Sebrae 

(2008), aproximadamente 68% dos brasileiros consomem regularmente queijos, dos quais 39% 

relatam o consumo habitual de requeijão, indicando a relevância do produto alimentício para 

esses consumidores (Teixeira, 2012).  

Devido às características elencadas acima, o requeijão apresenta elevado potencial como 

produto funcional (Teixeira, 2012). Apesar de veiculados em diversos alimentos, 

particularmente no caso do requeijão cremoso, há limitações tecnológicas importantes para a 

incorporação de probióticos pertencentes aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, uma vez 

que essas bactérias apresentam baixa resistência térmica e, portanto, não resistiriam à etapa de 

fusão da massa (90°C/5 minutos) empregada para a obtenção do produto alimentício. Por outro 

lado, a adição desses micro-organismos após esta etapa poderia permitir a recontaminação do 

alimento (Queiroz et al., 2013; Sunny-Roberts & Knorr, 2009). 

 Nesse contexto, a incorporação de culturas probióticas esporuladas parece ser a melhor 

alternativa para produtos alimentícios que apresentam etapa(s) de tratamento(s) térmico(s) 

durante o processamento, a(s) qual(is) garantem sua estabilidade durante a vida de prateleira.  
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O uso de esporos com potencial probiótico constitui, portanto, uma alternativa promissora para 

superar as limitações do emprego de micro-organismos probióticos tradicionais (Lactobacillus 

spp. e Bifidobacterium spp.), principalmente em alimentos cujos processamentos apresentam 

etapas subletais e letais; além disso, podem resistir às condições adversas encontradas no TGI 

(Cutting, 2011; Huynh a Hong et al., 2005; Nithya & Halami, 2012).  

Dentre os micro-organismos esporulados, Bacillus spp. são os mais frequentemente 

empregados como probióticos (Cutting, 2011). Na realidade, os probióticos esporulados têm 

sido utilizados nos últimos anos como suplemento para alimentação animal, humana e em 

tratamentos médicos para desordens intestinais e problemas urinários (Nithya & Halami, 2012). 

Nesse contexto, destacam-se as seguintes espécies: Bacillus subtilis, B. clausii, B. cereus, B. 

coagulans e B. licheniformis (Cutting, 2011).  

Embora a aplicação de probióticos esporulados seja muito atrativa, há necessidade de 

uma avaliação aprofundada para determinar, por exemplo, o efeito de diferentes etapas do 

processamento na sua sobrevivência, de maneira que os esporos estejam viáveis no produto 

final e ao longo da vida de prateleira para que exerçam seus efeitos benéficos à saúde 

(Sorokulova, 2008). 

Até o presente momento, não foram publicados estudos na literatura científica que 

determinam a sobrevivência de esporos probióticos em queijos processados. Além disso, há 

escassos trabalhos que avaliaram o emprego de requeijão cremoso como veículo para esses 

micro-organismos probióticos, sendo, portanto, a versão probiótica não disponível para 

comercialização. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivência e 

comportamento de cinco cepas de Bacillus probióticos, adicionadas em diferentes etapas do 

processo de fabricação de requeijão cremoso, durante o processamento e durante o período de 

estocagem do produto (45 dias a 6˚C), assim como caracterizá-lo quimicamente. 

 

2. Material e Métodos 

2.1.Processamento do requeijão cremoso 

2.1.1. Matérias-primas  

O requeijão foi processado utilizando-se leite pasteurizado semi-desnatado tipo A 

(Xandô, São Paulo, SP), creme de leite pasteurizado com teor de 35% gordura (Atilate, Itatiba, 

SP), ácido lático 85% de pureza (1:10 v/v) (Dinâmica, São Paulo, SP), cloreto de sódio 
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(Dinâmica, São Paulo, SP), sal fundente JOHA S9 (ICL FoodSpecialties, São Bernardo do 

Campo, SP) e sorbato de potássio (Dinâmica, São Paulo, SP).  

2.1.2.  Elaboração da matriz probiótica 

O leite foi aquecido até a temperatura de 70ºC e, em seguida, foi adicionado de 0,28% 

(v/v) de ácido láctico. A suspensão foi agitada manualmente até obtenção de uma mistura 

homogênea; a em seguida, esta mistura foi mantida em repouso por 30 min para que ocorresse 

a coagulação da massa (coagulação ácida a quente). Posteriormente, o gel formado foi 

fracionado e a massa dessorada com o auxílio de peneiras de tecido e lavagem com água 

destilada estéril gelada até que a massa atingisse o valor de pH correspondente a 5,2. 

Finalmente, a massa foi prensada manualmente e mantida sob refrigeração até o dia seguinte 

(overnight). 

Após a completa dessoragem, foram adicionados os demais ingredientes: creme de leite, 

água, cloreto de sódio e sal fundente na proporção de 37%, 20%, 1,5% e 1,5%, respectivamente 

em relação à massa (g/g) básica obtida. Em seguida, a mistura foi submetida à etapa de 

aquecimento (90ºC/5 minutos) sob agitação manual em bico de bunsen até completa fusão. O 

produto foi então resfriado até 70°C, temperatura na qual foi adicionado o conservante sorbato 

de potássio na proporção de 1g/kg de requeijão. Finalmente, o requeijão foi envasado a quente 

utilizando-se potes plásticos de poliestireno descartáveis com capacidade para 100 mL, 

previamente sanitizados com solução de hipoclorito de sódio 200 ppm. O produto final foi 

estocado à temperatura de 6°C por 45 dias.  

 

2.2.  Cepas probióticas  

Esporos de cepas probióticas liofilizadas (DVS) de Bacillus coagulans GBI-30 6086 

(Ganeden Biotech, Mayfield Heigths, Estados Unidos); Bacillus coagulans MTCC 5856 

(Sabinsa Corporation, New Jersey, Estados Unidos); Bacillus subtilis PXN 21 (Protexin, Lopen 

Head, Reino Unido); Bacillus subtilis PB6 (Kemin, Indaiatuba, Brasil) e Bacillus flexus HK1 

(Mysore, Índia), foram adicionadas diretamente matriz alimentar na concentração de 106-107 

esporos/grama do produto final. 
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2.3.Inoculação das cepas probióticas de Bacillus em diferentes etapas do 

processamento do requeijão 

Os esporos probióticos, descritos no item 2.2., foram inoculados, individualmente, na 

concentração de 106-107 esporos/g ou mL em diferentes etapas do processo de produção de 

requeijão cremoso (Figura 1). A confirmação dos inóculos preparados, por sua vez, foi realizada 

de acordo com as instruções fornecidas pelos fabricantes (item 2.4). 

As etapas escolhidas para a avaliação da sobrevivência dos esporos incluíram 

pasteurização do leite, coagulação da massa e fusão da massa. Tais etapas foram selecionadas 

para determinação do momento mais adequado para a adição dos esporos probióticos, 

acompanhando sua sobrevivência a diferentes níveis de estresse presentes durante o 

processamento do requeijão cremoso. Dessa maneira, na etapa de pasteurização, os esporos 

foram adicionados diretamente ao leite e submetidos à temperatura de 65ºC durante 30min. 

Alternativamente, na segunda etapa, os esporos foram inoculados após o momento em que o 

leite atingiu 70ºC e adicionou-se a solução de ácido lático 85% (1:10v/v) para coagulação do 

leite (30 min de repouso) para obtenção da massa fresca. A última etapa avaliada no processo 

de produção de requeijão cremoso foi a de fusão, na qual os os esporos probióticos foram 

adicionados após os ingredientes terem sido misturados à massa fresca e aquecidos até 90ºC. 

Em seguida, o material foi homogeneizado e mantido sob aquecimento (90ºC) por 5 minutos 

para obtenção do produto final. 

 

2.3.1. Amostragem de requeijão cremoso adicionado de Bacillus probióticos 

em diferentes etapas do processamento do alimento 

Durante as diferentes etapas de processamento do requeijão (pasteurização, coagulação e 

fusão) foram retiradas alíquotas (1 ml) do alimento em intervalos de tempo pré-determinados, 

as quais foram empregadas para a enumeração das populações dos esporos probióticos. Assim, 

durante a etapa de pasteurização do leite foram obtidas alíquotas do alimento em T0min, T10min, 

T20min, T30min. Por sua vez, durante a etapa de coagulação da massa foram coletadas alíquotas 

do alimento em T0min, T30min, além de Tm (massa coagulada) e Tov [massa e prensada no dia do 

processamento e após o repouso (overnight-24h) durante a coagulação]. Finalmente, na etapa 

de fusão da massa foram retiradas alíquotas do alimento emT0min, T2,5min, T5min, T20min. 
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Para esta etapa, os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 foram selecionados por 

apresentarem melhor capacidade de sobrevivência (menor número de reduções decimais das 

populações de esporos, expressas como log UFC/g), quando submetidos às diferentes operações 

unitárias presentes no processamento de requeijão e por apresentarem status GRAS. 

Assim,como poderá ser observado nos resultados adiante, foram utilizados para avaliar a 

sobrevivência durante a vida de prateleira do produto final. Assim, B. coagulans GBI-30 6086 

foi inoculada na concentração de 108 esporos/g em diferentes tratamentos de requeijão cremoso 

(RP, RF e RPF). 

Os requeijões foram produzidos conforme indicado na Figura 1 e estocados durante 45 

dias sob refrigeração (6ºC). Alíquotas de 10g de cada tratamento foram analisadas 

semanalmente durante um período de 45 dias para enumeração das populações de esporos dos 

micro-organismos probióticos e determinação de sua sobrevivência durante a vida de prateleira 

do produto.  

 

2.5. Enumeração dos esporos de Bacillus probióticos 

Para a enumeração dos esporos probióticos, as amostras do alimento, obtidas em 

diferentes intervalos de tempo durante o processamento do requeijão cremoso e sua vida de 

prateleira, foram submetidas à etapa de choque térmico (80ºC/10 min) utilizando-se banho-

maria (Quimis modelo Q334M-28, Diadema, São Paulo, Brasil) e resfriadas imediatamente em 

banho de gelo. A seguir, foram realizadas diluições decimais seriadas empregando-se os 

seguintes diluentes recomendados pelos fabricantes: solução salina 0,9% para B. coagulans 

MTCC 5856; água peptonada 1% (m/v) para B. coagulans GBI-30 6086 e HF1; água peptonada 

2% (m/v) para B. subtilis PB6 e água peptonada 1% (m/v) adicionada de solução fisiológica de 

NaCl (0,8%, m/v) para B. subtilis PXN 21. A partir das diluições preparadas, alíquotas do 

material foram semeadas em meios de cultivo seletivos, de acordo com as recomendações dos 

fornecedores das cepas, os quais encontram-se reunidos na Tabela 1. Os resultados das 

contagens obtidas foram expressos como número de esporos/g do alimento.  
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Tabela 1. Cepas esporuladas probióticas, meios de cultivo e condições de incubação empregada. 

Cepa Choque 
térmico 

Meio de cultura Condições de 
Incubação 

Fornecedor 

B. flexus HK1 

(Mysore, Índia) 

80ºC/ 10 min Ágar Triptona, Extrato 
de Levedura e NaCl (LB) 

37ºC/24h em 
aerobiose. 

Formulado* 

B. subtilis PB6 

(Kemin, Indaiatuba, Brazil) 

80ºC/ 10 min Tryptone Soy Yeast 
Extract Agar (TSAYE) 

30ºC/16h em 
aerobiose. 

Formulado* 

B. subtilis PXN 21 

(Protexin, Lopen Head, UK) 

80ºC/ 10 min Mannitol Egg Yolk 
Polymyxin Agar (MYP 

Ágar) 

37ºC/24h e  20ºC/24h 
em aerobiose 

Acumedia, 
Lansing, USA) 

B. coagulans GBI-30 6086 

(Ganeden Biotech, Mayfield 
Heigths, EUA) 

80ºC/ 10 min Glucose Yeast Extract 
Agar (BC) 

40ºC/ 48h em 
aerobiose 

Formulado* 

B. coagulans MTCC 5856 

(Lactospore, New Jersey, EUA) 

80ºC/ 10 min Glucose Yeast Extract 
Agar (GYEA) 

37ºC/72h em aerobiose Formulado* 

  *Indicado em apêndice . 

 

2.6.Análise química 

2.6.1. Composição Centesimal  

A composição centesimal (g/100 gramas de umidade, lipídeos e proteínas) das 

diferentes formulações de requeijão cremoso, no tempo inicial de vida de prateleira, realizada 

em triplicata, foi determinada usando métodos tradicionais para produtos lácteos (Brasil, 2006). 

 O teor de umidade do alimento foi determinado por meio da secagem direta de 5 gramas 

do alimento, empregando-se estufa aquecida à temperatura de 100-105°C durante 24h (AOAC, 

1997). A quantificação de nitrogênio total ou proteína bruta foi realizada por meio do Método 

de Kjeldahl clássico utilizando-se 200 mg do requeijão cremoso e aplicação do fator de correção 

correspondente a 6,38 (AOAC, 1997). A quantificação de lipídeos foi realizada de acordo com 

o método de Gerber (Brasil, 2006), o qual emprega a hidrólise ácida com ácido sulfúrico para 

extração da gordura do alimento e é rotineiramente utilizado para a avaliação de leites e 

produtos lácteos. (Gomes da Cruz et al., 2009).  
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2.6.2. Proteólise 

O nível de proteólise das amostras foi determinado no ínicio e ao final da vida de 

prateleira do alimento por meio do método descrito por Gomes et al. (2011). Assim, uma porção 

de 5 g do requeijão cremoso foi misturada a 10 mL de 0,75% (v/v) de ácido tricloroacético 

(TCA - Synth, Diadema, Brasil). Em seguida, a suspensão foi filtrada com emprego de papel 

de filtro qualitativo (Whatman, Inglaterra) e o filtrado obtido (150 uL) foi misturado a 3 ml de 

reagente OPA, contendo dodecilsulfato de sódio, tetraborato de sódi, decahidrato, ditiotreitol, 

o-ftalaldeído e etanol e deixado à temperatura ambiente (≈20 ° C) durante 2 minutos. 

Finalmente, o nível de absorbância da solução foi medida com o emprego de um 

espectrofotómetro (Beckman, modelo DU-70) e o comprimento de onda utilizado foi de 340 

nm. A atividade proteolítica dos micro-organismos presentes em cada uma das formulações do 

requeijão cremoso foi expressa como a absorbância obtida a partir de grupos amino livres, 

utilizando-se a solução de TCA como branco. A análise foi realizada em triplicata. 

 

2.6.3. Perfil de ácidos graxos 

O perfil de ácidos graxos (AG) das amostras de requeijão cremoso foi determinado de 

acordo com Felício et al., 2016 com algumas modificações. Os lipídeos foram extraídos das 

amostras do alimento de acordo com a metodologia proposta por Silva et al. (2011). Assim, os 

ácidos graxos foram convertidos nos seus respectivos ésteres metílicos, os quais foram 

quantificados com o emprego de cromatografia em fase gasosa utilizando-se um cromatógrafo 

modelo 5975C da Agilent Technologies (Santa Clara, Califórnia, EUA) equipado com um 

detector de ionização de chama (FID), injecção de divisão (1: 100), uma coluna capilar de sílica 

fundida (Supelco SP-tm-2560, Supelco, Bellefonte, PA, EUA) e um gradiente de temperatura 

programada. A temperatura inicial da coluna foi estabelecida em 65°C durante 4 min; em 

seguida, foi elevada para 185ºC (incremento de 16ºC/min), mantendo-se esta temperatura 

durante 12 min; após este intervalo a temperatura foi novamente elevada, desta vez para 235°C 

(incremento de 20°C/min), a qual foi mantida por 14 minutos, totalizando 40 min de análise. A 

vazão do gás (White Martins, São Paulo, Brasil) foi de 1,4 mL.min-1 para o gás de limpeza (H2), 

30 mL.min-1 para o gás auxiliar (N2), e 30 e 300 mL.min- 1, respectivamente, para o H2 e gás de 

síntese utilizado para a chama. A separação foi 1/80, o volume de injeção de 2 mL, e a 

identificação e quantificação das amostras foram obtidas por meio da comparação dos tempos 

de retenção dos picos em relação aos seus respectivos padrões – Sigma 05.632 e Sigma 189-

19. Os dados foram coletados utilizando-se o software MSD ChemStation e os AG classificados 
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em cadeia curta (AGCC de C2 a C4), cadeia média AG (AGCM de C6 a C12) e cadeia longa 

(AGCL de C14 a C24). 

 

2.7.Análise Estatística 

Os dados obtidos foram tratados utilizando-se o programa Assistat 7.7 Beta (UFPB, 

Campina Grande, PB, Brasil) e empregando-se os testes de Análise de Variância (ANOVA) e 

de médias (Teste T e Tukey). Para comparar as contagens de esporos da mesma cepa, no início 

(t0) e final (tf) de cada etapa do processamento do requeijão cremoso, bem como dos esporos 

de B. coagulans GBI-30 6086 no mesmo tratamento de requeijão cremoso, no início (t0) e final 

(tf) da vida de prateleira do alimento, foi aplicado o Teste t. Para comparar o número de 

reduções decimais entre os diferentes micro-organimos probióticos estudados, em cada do etapa 

e cada tempo do processamento, assim como as populações de esporos de B. coagulans GBI-

30 6086 nos diferentes tratamentos de requeijão cremoso, ao longo do período de estocagem 

do produto, foi aplicado o Tukey. Para a análise de proteólise foi utilizado o teste ANOVA com 

uma única fonte de variação (one-way), considerando-se a amostra em relação ao tempo de 

estocagem, seguido de teste de Turkey. Para análise de perfil de ácidos graxos e composição 

centesimal (umidade, lipídeos e proteínas) utilizou o teste ANOVA one-way, considerando-se 

amostra efeito-fixo; seguido de Tukey. O nível de significância adotado para ambos os testes 

foi estabelecido em p<0,05. 

 

3. Resultados e Discussão 

A adequada seleção da cepa probiótica e da matriz alimentícia à qual será adicionada, 

bem como a decisão sobre a melhor maneira de fazê-lo (quando e como) são parâmetros 

importantes para assegurar a viabilidade do micro-organismo ao longo do processamento e 

armazenamento do produto, os quais constituem desafios para as indústrias de alimentos 

(Drunkler, Sene e Oliveira, 2005; Drunkler, 2009). Assim, no presente estudo foi avaliada o 

comportamento de diferentes esporos probióticos de Bacillus no processamento e na estocagem 

do requeijão cremoso. 
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3.1.Comportamento de esporos de Bacillus probióticos adicionados a diferentes 

etapas de processamento do requeijão cremoso 

Os resultados referentes à sobrevivência de Bacillus spp. potencialmente probióticos 

adicionados a diferentes etapas do processamento do requeijão cremoso estão representados na 

Tabela 2 e nas Figuras 2, 3 e 4.  

 

Tabela 2. Número de redução (ɣ), expressa como valores de média ± desvio padrão (log esporos/g), das  

populações das diferentes espécies de Bacillus determinadas entre o início (N0) e ao final (Nf) de cada 

operação unitária durante processamento do requeijão cremoso.  

Letras minúsculas diferentes sobrescritas indicam diferença significativa (p<0,05) entre as diferentes cepas 

probióticas, considerando-se uma mesma operação unitária durante o processamento do requeijão cremoso (Teste 

de Tukey). 

 

De acordo com a Tabela 2, na qual estão agrupados os dados referentes às reduções do 

número de esporos das diferentes espécies de Bacillus probióticos determinadas em cada 

operação unitária do processamento de requeijão cremoso, pode-se observar que, durante a 

etapa de pasteurização, B. coagulans MTCC 5856 apresentou a maior redução (1,23±1,14 log 

esporos/g) da população de esporos; contudo, não foi observada diferença significativa em 

relação às outras cepas estudadas. Durante a etapa de coagulação, por sua vez, B. subtilis PXN 

 Estapas do processamento do Requeijão cremoso 

   Cepa Pasteurização Coagulação Fusão 

No ɣ No ɣ No ɣ 

B. subtilis  

PB6 6,79±0,07 -0,07a ±0,05 6,45±0,06 0,61a ±0,08 6,70±0,10 -1,24a ±0,07 

B. subtilis  

PXN 21 5,92±0,22 -0,47a ±0,53 5,41±0,76 -0,91a ±1,26 5,31±0,27 -0,09a ±0,58 

B.coagulans 
GBI-30 
6086 7,28±0,16 0,07a ±0,02 6,61±0,17 -0,15a ±0,44 7,41±0,27 -0,61a ±0,16 

B. coagulans 
MTCC 5856 7,01±0,42 -1,23a ±1,14 6,36±0,06 -0,93a ±0,11 6,59±0,17 0,03a ±0,16 

B. flexus 
HK1 5,96±0,11 0,01a ±0,02 6,36±0,41 -0,44a ±0,51 6,51±0,64 -0,46a ±0,61 
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21 e B. coagulans MTCC 5856 apresentaram as maiores reduções de suas populações 

(0,91±1,26 e 0,93±0,11 log esporos/g, respectivamente) ao final do período de descanso 

overnight da massa mantida sob refrigeração, em comparação àquelas determinadas no início 

dessa fase (p>0,05). Finalmente, durante a etapa de fusão, observou que B. subtilis PB6 

apresentou a maior redução populacional (1,24±0,07 log esporos/g) em comparação às outras 

cepas estudadas, embora não tenha apresentado diferença significativa entre elas (p>0,05).  

De uma maneira geral, a elevação ou redução de até 0,5 ciclos logarítmicos em 

populações microbianas não é considerada relevante do ponto de vista microbiológico. 

Portanto, a variação na população dos esporos probióticos nas etapas do processamento do 

requeijão cremoso não foi significativa e são inferiores àquelas observadas para micro-

organismos probióticos tradicionalmente utilizados (Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.) 

em produtos lácteos (Granato et al., 2010; Shori, 2015), indicando sua maior tolerância a 

condições deletérias para as células vegetativas. 

 

3.1.1. Pasteurização 

No presente estudo, a etapa de pasteurização foi empregada para redução da carga 

microbiana deteriorante e patogênica possivelmente presente na matéria-prima empregada 

(leite) para obtenção do produto final (requeijão cremoso). A pasteurização é um tratamento 

térmico clássico e amplamente aceito como método eficaz para redução ou destruição de 

patógenos ou deteriorantes de alimentos. Essa tecnologia causa menor dano às características 

organolépticas do produto, aumentando a vida útil do produto e sua segurança do ponto de vista 

microbiológico (Jogen, 2002). Os esporos bacterianos, contudo, são muito resistentes ao calor 

e podem sobreviver à etapa de pasteurização (Ataíde et al., 2008; Silva & Gibbs, 2014; Wilbey, 

2014).  

Na Figura 2, estão apresentadas as populações de esporos das cepas probióticas testadas, 

adicionas ao leite para obtenção de requeijão cremoso funcional , as quais foram determinadas 

na etapa de pasteurização. 
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Figura 2. Enumeração (log esporos/g) de Bacillus probióticos inoculados na etapa de pasteurização 

(65ºC/30 min) do leite utilizado para a fabricação de requeijão cremoso, determinada em diversos 

intervalos de tempo (0, 10, 20 e 30 min). Letras maiúsculas  distintas indicam diferença significativa (p<0,05)  

entre as populações de esporos de uma mesma cepa probiótica determinadas no início (0) e ao final (30 min) da 

etapa de pasteurização do leite (Teste t). Letras minúsculas distintas indicam diferença significativa (p<0,05) entre 

as populações de esporos obtidas para diferentes cepas probióticas testadas, em um mesmo intervalo de tempo, 

durante a etapa de pasteurização do leite (Teste de Tukey). 

 

As populações dos esporos de Bacillus probióticos estudados mantiveram-se elevadas 

(aproximadamente 6 ciclos log) ao final da etapa de pasteurização do leite, sendo similares 

àquelas determinadas no ínicio do processo (p>0,05), exceto para B. coagulans MTCC 5856, 

que mesmo chegando ao final dessa etapa com concentrações similares às das outras cepas, 

apresentou redução de sua população em 1,23 ciclos log (Figura 2). Essa manutenção do 

número de micro-organismos observada durante a etapa de tratamento térmico está relacionada 

à resistência intrínseca dos esporos ao calor (Janstová & Lukasová, 2001). Os esporos possuem 

estruturas especializadas que dificultam o rompimento da membrana celular sob condições de 

estresse, tais quais a capa e cortex (Madigan, Martinko & Parker, 2004). 

Usualmente, cepas probióticas de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. são adicionadas 

ao leite já pasteurizado, juntamente com as culturas starters no tanque de processamento de 
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queijos, devido à sua sensibilidade a altas temperaturas (Gomes da Cruz et al., 2009). Esses 

probióticos são vulneráveis a diferentes fatores que podem causar injúrias às suas células, 

incluindo elevados teores de sal, presença de oxigênio, altas temperatura, baixo pH e mesmo a 

interação com as culturas starters. Portanto, é necessário que a exposição desses micro-

organismos a tais condições seja minimizada a fim de que sua viabilidade no produto final não 

seja prejudicada e, consequentemente, seus possíveis efeitos benefícios à saúde (Mansouripour, 

Esfandiari, & Nateghi, 2013). Nesse sentido, diversas adaptações tem sido utilizadas para a 

superação desses obstáculos tecnológicos, incluindo a adição de micro-organismos probióticos 

em distintos estágios do processamento do alimento, além do emprego de diferentes técnicas 

como a fermentação em dois estágios, a microencapsulação, a utilização de temperaturas mais 

brandas e embalagens especiais, além de um rigoroso controle de temperatura de 

armazenamento, os quais têm se mostrado eficientes para a manutenção da viabilidade desse 

grupo de micro-organismos probióticos (Boylston et al., 2004; Gomes da Cruz et al., 2009). No 

entanto, em determinadas ocasiões tais práticas podem inviabilizar a produção em escala 

industrial de alimentos probióticos, uma vez que são processos mais onerosos e/ou que 

requerem maior tempo para sua execução; além disso, as populações de probióticos tradicionais 

obtidas no produto final são, normalmente, menores, comparativamente, frente àquelas 

verificadas com o emprego de esporos probióticos, confirmando sua elevada resistência térmica 

(Hong et al., 2005).  

No presente estudo, quando compara-se a sobrevivência de diferentes cepas 

potencialmente probióticas entre si, determinada em intervalos de tempos regulares da etapa de 

pasteurização do leite, observa-se que as populações de esporos de B. coagulans GBI-30 6086 

(7,28 log UFC/g) e B. subtilis PB6 (6,23 log UFC/g) apresentaram-se superiores (p<0,05) 

àquelas observadas para B. subtilis PXN 21 (5,92 log UFC/g) e B. flexus HK1 (5,97 log UFC/g) 

no momento em que foram inoculadas  ao leite (T0min) (Figura 2). Após 10 min do início da 

etapa pasteurização do leite (T10min), as populações de esporos das cepas PXN 21 e B. flexus 

HK1 no alimento foram inferiores (p<0,05) àquelas observadas para B. coagulans GBI-30 6086 

(7,34 log UFC/g), indicando a maior sensibilidade daquelas à operação unitária (Figura 2). A 

partir de 20 min do início da etapa de tratamento térmico, as populações de esporos de todas as 

cepas probióticas mantiveram-se com populações estáveis, com contagens de 5,72 a 7,42 log 

esporos/g, não tendo sido observadas reduções significativas nas contagens determinadas 

(p>0,05) a partir deste momento(Figura 2).  
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Portanto, no presente estudo, a cepa mais resistente na etapa de pasteurização foi B. 

coagulans GBI-30 6086, cuja população manteve-se praticamente inalterada, embora de um 

modo geral, todas as cepas tenham demonstrado boa estabilidade térmica. Um estudo realizado 

por Samapundo et al. (2014) avaliou o efeito de diferentes parâmetros da pasteurização frente 

a esporos de Bacillus cereus FF119b e Bacillus pumilus FF128a, incluindo ausência de 

tratamento térmico (controle) e aquecimento a 70, 80 e 90°C por 10 minutos; diferentes valores 

de atividade de água (0,960 a 0,990), pH (5,5 a 7,0) e temperatura de armazenamento (7 e 

10°C). De acordo com os autores, a 70 e 80°C houve ativação dos esporos enquanto que a 90°C 

foi observado aumento da fase lag seguida de germinação dos esporos, embora parte delas tenha 

sido inativada em meio de cultura artificial. Ao avaliar matrizes alimentícias reais, não foi 

observada inativação dos esporos em creme e molho bechamel submetidos a 90°C por 10 

minutos, demonstrando um efeito protetor da matriz em relação aos esporos devido à gordura 

presente em ambos os alimentos.  Dessa maneira, nós hipotetizamos que, no presente a estudo, 

a gordura presente no leite e a baixa temperatura empregada (65ºC) também podem ter 

favorecido a manutenção das elevadas populações de esporos probióticos de Bacillus spp. 

determinadas durante a etapa de pasteurização. 

 

3.1.2. Coagulação 

A etapa de coagulação ácida (pH 5,4-5,8) a quente (70ºC-80ºC) das proteínas do leite foi 

realizada, para obtenção da massa básica do requeijão cremoso, representando condições 

estressante às células vegetativas probióticas. Bactérias probióticas tradicionalmente utilizadas 

na fabricação de queijos são inoculadas após a dessora da massa (Cádernas et al., 2014). Além 

disso, a lavagem da massa coagulada pode levar a perdas significativas desses micro-

organismos e reduzir sua viabilidade no produto final (Gomes da Cruz et al., 2009). Dessa 

maneira, se torna patente o emprego de cepas mais resistentes, como os esporos probióticos, a 

fim de tolerar as condições sub-letais da etapa de coagulação presente no processamento do 

requeijão cremoso.   

Todas as cepas probióticas esporuladas foram inoculadas na concentração de 6 log 

esporos/g de requeijão cremoso, na etapa de coagulação (Figura 3). Porém já no tempo inicial 

da coagulação(T0min) , B. subtilis PXN 21 apresentou contagens menores em relação ao inóculo 

inicial (5,41 log esporos/g). 
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Figura 3. Enumeração (log esporos/g) de Bacillus spp. probióticos durante a etapa de coagulação 

determinada em intervalos de tempo correspondentes a 0 e 30 minutos, na massa coagulada obtida no 

primeiro dia (massa), na dessoragem e na massa fresca overnigth do requeijão cremoso. Letras maiúsculas 

indicam diferença significativa (p<0,05) entre as populações de esporos obtidas para uma mesma cepa probiótica, 

no início (0) e ao final (overnight) da etapa de coagulação da massa (Teste t). Letras minúsculas indicam diferença 

significativa (p<0,05) entre as entre as populações de esporos obtidas para diferentes cepas probióticas 

esporuladas, considerando-se um mesmo intervalo de tempo, durante a etapa de coagulação da massa (Teste de 

Tukey). 

 

Nos tempos T0 e T30min e no primeiro dia após obtenção da massa coagulada (Figura 3), 

não houve diferença significativa entre as contagens dos esporos probióticos (p>0,05). Após a 

dessoragem da massa, somente a população de B. subtilis PXN 21 apresentou redução (1,16 log 

esporos/g) (Figura 3), indicando sua maior sensibilidade na etapa ou perda de esporos na 

lavagem da massa em comparação às demais cepas probióticas (p<0,05).  

Ao final da etapa de coagulação (após o descanso overnight da massa), observou-se que 

a cepa B. subtilis PB6 apresentou contagens de esporos mais elevadas (7,06 log esporos/g) em 

comparação às demais cepas (p<0,05), embora não tenha diferido das populações de B. 

coagulans GBI-30 6086 (6,46 log UFC/g) (p>0,05), caracterizando-as como cepas esporuladas 

mais resistentes a essa etapa. Por outro lado, B. subtilis PXN 21 exibiu menores contagens ao 

final do processo total de coagulação (4,5 log esporos/g), realçando como cepa mais sensível, 

a acidez e temperaturas acima de 70ºC ou possivelmente por sua perda na dessora da massa. 
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3.1.3. Fusão 

No processo de fabricação de requeijão cremoso, a etapa de fusão da massa é a mais 

agressiva aos micro-organismos probióticos tradicionalmente utilizados em alimentos. O 

tratamento térmico com o emprego de altas temperaturas (90-95ºC) inativa células vegetativas 

probióticas, inviabilizando sua adição nessa fase, sendo utilizados após resfriamento da massa 

fundida (Drunkler, 2009). Os probióticos esporulados, por sua vez, podem ser utilizados na 

processamento de alimentos no qual há etapa(s) de tratamento(s) térmico(s) haja vista sua maior 

tolerância a elevadas temperaturas. Outra vantagem decorrente do emprego de esporos 

probióticos, é que ao serem adicionados antes dos procedimentos de inativação por calor de 

micro-organismos patogênicos e deteriorantes, possibilitam uma maior homogenização do 

inóculo na matriz alimentar e evitam a recontaminação do produto após o processamento. 

As contagens dos esporos de diferentes cepas de Bacillus probióticos estudadas, 

determinadas nos tempos inicial e final da etapa de fusão, não variaram significativamente entre 

si (p>0.05), sendo de aproximadamente 6 log UFC/g, com exceção de B. subtilis PB6, cuja 

população diminuiu 1,24 log UFC/g, conforme observada ao final da etapa de fusão. 

 

 

Figura 4. Enumeração (log UFC/g) de Bacillus spp. probióticos durante a etapa de fusão da massa do 
requeijão cremoso determinada em diferentes intervalos de tempo. Letras maiúsculas indicam diferença 
significativa (p<0,05) entre as populações de esporos obtidas para uma mesma cepa probiótica, no início (0) e a o 
final (20 min) da etapa de fusão da massa (Teste t). Letras minúsculas indicam diferença significativa (p<0,05) 
entre as populações de esporos obtidas para diferentes cepas probióticas, considerando-se em um mesmo intervalo 
de tempo, durante a etapa de fusão da massa (Teste de Tukey). 
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No decorrer da etapa de fusão da massa (T2,5min e T5min) não foi observada diferença 

significativa (p<0,05) entre as contagens de esporos determinadas para todas as cepas 

probióticas estudadas. Tal comportamento pode estar relacionado à capacidade dos esporos de 

todas essas cepas serem intrinsecamente tolerantes às condições de estresse (Cutting, 2011). 

Após o resfriamento do requeijão (T20min), as contagens de esporos determinadas para B. subtilis 

PXN 21 e PB6 foram inferiores àquelas observadas para B. coagulans GBI-30 6086 (p<0,05), 

indicando maior sensibilidade da primeira frente às condições adversas avaliadas.  

De acordo com os nossos resultados, os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 

apresentaram maior resistência (térmica e ácida) em todas as etapas do processamento do 

requeijão cremoso avaliadas. Por outro lado, os esporos de B. subtilis PXN 21 mostram-se os 

mais sensíveis frente às mesmas condições estudadas. 

Diferentes temperaturas para adição de cepas probióticas de Lactobacillus spp. e 

Bifidobacterium spp. em requeijão cremoso são citadas na literatura, a saber: 70ºC (Drunkler, 

2009); 45ºC (Fernanda & Cardoso, 2011); 50ºC (Gaino, 2012); 45ºC/4 h (Teixeira, 2012) após 

a etapa de fusão da massa. Assim, a prática comum de inoculação desses micro-organismos 

após a etapa de fusão da massa demonstra a sensibilidade daqueles em relação a altas 

temperaturas, o que impacta sua viabilidade no produto final e durante toda sua vida de 

prateleira. Dessa maneira, a matriz fica propícia à micro-organismos esporulados 

contaminantes do ambiente e comuns no leite, que podem germinar e deteriorar o produto 

durante a vida de prateleira. A presença desses contaminantes está relacionada à qualidade 

microbiológica da matéria-prima utilizada (leite), na qual alguns esporos conseguem sobreviver 

às altas temperaturas do processamento do produto (Reyes, 2008). Portanto, a adição dos 

esporos probióticos no pré ou durante o tratamento térmico aplicado ao requeijão cremoso se 

torna vantajoso, quando se pensa na vida útil do produto final. 

Não foram encontrados na literatura nacional e/ou internacional dados sobre o 

comportamento de cepas probióticas esporuladas durante as etapas do processamento do 

requeijão cremoso. Nesse sentido, o presente estudo é inédito quanto à adição de esporos 

probióticos a esse produto e determinação de sua sobrevivência nessa matriz alimentícia, sendo 

promissora à industria de alimentos no desenvolvimento de novos produtos funcionais.  

 



127 
 

3.2. Avaliação do comportamento de esporos de Bacillus probióticos durante a vida 

de prateleira do requeijão cremoso 

O tempo de estocagem estabelecido para o produto em questão foi de 45 dias, tempo 

inferior àquele utilizado pelas indústrias de alimentos (90 dias), visto que, no presente estudo, 

o queijo produzido em escala de bancada obviamente não passou por um processamento 

industrial e foi adicionado pouca concentração e tipos de conservantes como usados na 

indústria. 

A avaliação da sobrevivência de probióticos durante a vida de prateleira do alimento é 

importante para assegurar que aqueles micro-organismos exerçam seus efeitos benéficos à 

saúde do consumidor (Martinez et al., 2015).  

A Tabela 3 reúne os resultados encontrados para a composição centesimal dos 4 

tratamentos de requeijão cremoso (controle e probióticos) avaliados no presente estudo no 

tempo zero da vida de prateleira. 

Para esta etapa foram utilizados os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 por ter 

apresentado melhor estabilidade de sua população em todas as etapas do processamento, como 

apresentado anteriormente e terem status GRAS. 

A avalição da composição química de um alimento possui grande relevância, pois a partir 

dela pode-se avaliar a qualidade do produto final, já que a mesma interfere nas características 

nutricionais, sensoriais e conservação do alimento (Drunkler, 2009). Os valores obtidos a partir 

da determinação da composição centesimal para os diferentes tratamentos de requeijão cremoso 

produzidos no presente estudo estão condizentes com aqueles preconizados pela legislação 

vigente para esse tipo produto alimentício (umidade máxima de 65%) (BRASIL, 1997). 

Portanto, a adição de esporos probióticos não ocasionou quaisquer mudanças na composição 

química do produto em relação ao requeijão controle no tempo inicial de observação.  
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Tabela 3. Médias e desvio padrão dos valores da composição centesimal das formulações de requeijão cremoso controle e probiótico no tempo zero da vida de 

prateleira. 

 Umidade 

(g/100g) 

Lipidios 

(g/100g) 

Proteinas 

(g/100g) 

Formulações Médias±DP p value Médias±DP p 
value 

Médias±DP p 
value 

Controle 63,2a±0,35 0,75 22,2a±0,56 0,52 13,4a±0,23 0,87 

RP 63,4a±0,25 22,7a±0,66 13,2a±0,68 

RF 62,9a±0,27 22,5a±0,71 13,1a±0,58 

RPF 63,6a±0,32 22,9a±0,14 13,6a±0,74 

Letras minúsculas diferentes sobrescritas indicam diferença significativa (p<0,05) de composição centesimal entre os tratamentos avaliados. RP: requeijão com esporo probiótico 

adicionado ao leite, antes da etapa de pasteurização; RF: requeijão com esporo probiótico inoculado na etapa de fusão da massa; RPF: requeijão inoculado com esporo probiótico 

após a etapa de fusão da massa e Controle: requeijão sem adição de esporo probiótico). 
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O comportamento de B. coagulans GBI-30 6086 durante a vida de prateleira do requeijão 

cremoso (45 dias) está representado na Figura 5. 

 

Figura 5. Enumeração (log esporos/g) de Bacillus coagulans GBI-30 6086 determinada em diferentes 

tratamentos de requeijão cremoso, durante a estocagem do produto sob refrigeração (6˚C). Controle: 

requeijão sem adição de esporo probiótico, RP: requeijão com esporo probiótico adicionado ao leite, 

antes da etapa de pasteurização; RF: requeijão com esporo probiótico inoculado na etapa de fusão da 

massa; RPF: requeijão inoculado com esporo probiótico após a etapa de fusão da massa. Letras maiúsculas 

indicam diferença significativa (p<0,05) para uma mesma formulação, comparando-se as populações de esporos determinadas 

no início (0) e ao final da vida de prateleira do produto (45 dias)  (Teste t). Letras minúsculas indicam diferença significativa 

(p<0,05) entre as populações de esporos determinadas em diferentes tratamentos, comparando-se um mesmo intervalo de 

tempo, durante o mesmo período de vida de prateleira do produto (Teste de Tukey). 

Dentre as amostras de requeijão cremoso testadas, as populações de esporos de B. 

coagulans GBI-30 6086 inoculadas na etapa de pasteurização do leite (RP) foram inferiores 

àquelas (6,41 log esporos/g) (p<0,05) determinadas nas outras formulações avaliadas no início 

da vida de prateleira do produto. Por outro lado, as amostras de requeijão inoculadas na etapa 

de fusão da massa (RF) e após a etapa de fusão (RPF) apresentaram contagens de esporos mais 

elevadas e semelhantes entre si (7,33 log e 7,35 log UFC/g, respectivamente) (p>0,05), 

mantendo contagens acima de 7 log esporos/g até o final de seu período de armazenamento 

(Figura7). O mesmo não foi observado para as populações de esporos da formulação RP as 

quais foram expostas a consecutivos tratamentos térmicos, e não atingiram tão elevados 

(6,31±0,19 log esporos/g). Portanto, de acordo com nossas observações, não recomenda-se a 

inoculação do micro-organismo nessa etapa do processamento do requeijão cremoso; contudo, 
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uma alternativa para a indústria de alimentos seria a utilização de uma concentração mais 

elevada de esporos, o que poderia impactar o custo do produto final. É importante destacarmos 

também que, sob um outro prisma, a adição da cepa esporulada no início do processamento de 

requejão cremoso pode estimular a germinação precoce dos esporos, causando deterioração do 

produto durante a sua vida de prateleira.Portanto, deve-se tmaior controle desse produto durante 

a sua vida útil, ou ainda pensar na possibilidade de aumentar a concentração do inóculo inicial.  

Na literatura, os probióticos tradicionalmente empregados na indústria de alimentos 

(bactéria ácido-láticas- BAL) são adicionadas após a etapa de fusão da massa, devido a sua 

sensibilidade a altas temperaturas (Drunkler, 2009). No presente estudo, utilizando-se 

probióticos esporulados, sua inoculação na etapa de fusão (90ºC/5 minutos), etapa térmica mais 

agressiva do produto, por outro lado, não impactou negativamente a viabilidade do micro-

organismo, cujas populações foram altas e semelhantes àquelas determinadas no tratamento 

RPF, na qual há a presença de condições estressantes mais brandas. Nossos achados são de 

grande valia para a indústria de produtos lácteos, pois a adequação do momento de adição de 

cepas probióticas para a etapa de fusão da massa permite que melhore a homogenização do 

inóculo, evita a recontaminação do produto final após passar pelos tratamentos térmicos e não 

prejudique sua viabilidade. Portanto, para assegurar a viabilidade dos esporos probióticos até o 

momento da ingestão, pelo consumidor, do requeijão cremoso a etapa mais adequada para a 

adição desses micro-organismos corresponde à da fusão da massa. Tal informação é inédita do 

ponto de visto tecnológico, uma vez que na literatura científica há predomínio de estudos nos 

quais cepas probióticas de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. foram adicionadas após a 

realização das etapas de tratamento(s) térmico(s) ou protegidas por meio do emprego da técnica 

de microencapsulação, em especial no processamento de queijos, e exibiram elevada 

viabilidade ao longo da vida de prateleira do produto (Alves, 2009; Araújo et al., 2009; Barcelos 

et al., 2013; Buriti et al., 2005; Buriti et al., 2007; Santana e Delfino, 2014, Santini et al.,2012; 

Vinderola et al., 2012).  

Vários estudos relatam boa viabilidade de cepas probióticas BAL adicionadas em 

diferentes tipos de queijos, após etapas que seriam deléterias a sua sobrevivência, encontrando-

se concentrações acima de 6 log UFC/g. Em um estudo utilizando queijo minas frescal 

adicionado de Lactobacillus probiótico e o emprego da coagulação ácida (Carolina, Buriti, & 

Paulo, 2005) não foram observaram diferença estatística nas contagens da cepa probiótica 

determinadas durante o período de armazenamento de 21 dias do alimento, as quais 

mantiveram-se constantes e elevadas (Buriti et al., 2005). Ao adicionar L. paracasei em co-
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cultura com S. thermophilus na produção de queijo fresco cremoso simbiótico, foi verificado 

populações acima de 7 log UFC/g do microrganismo probiótico durante 21 dias de 

armazenamento do alimento (Buriti et al, 2007). Populações de células viáveis de Lactobacillus 

delbrueckii UFV H2b20 em queijo tipo Cottage simbiótico, estocado a 5ºC durante 20 dias, 

foram observadas, e não apresentaram diferença estatística (p>0,05) nas populações 

determinadas para o microrganismo ao longo do período de estocagem, as quais apresentaram 

valores médios 8,20 log UFC/g (Araújo et al. (2009). Em outro estudo com queijo cremoso 

caprino, observou-se altas populações de L. rhamnosus determinadas entre 8,35 e 8,83 log 

UFC/g durante um período de 21 dias estudado (Barcelos et al., 2013). De maneira semelhante, 

foi encontrada contagens de 8,62 log UFC/g durante todo o período de estocagem avaliado (30 

dias) de Lactobacillus casei BGP 93, adicionado em queijo do tipo petit-suisse, mantido sob 

refrigeração, não apresentando diferença significativa durante os diferentes intervalos de tempo 

estudados (p>0,05) (Santana e Delfino, 2014).  

Por outro lado, outros estudos também apresentam reduções das populações de BAL 

probióticas em alguns queijos. Populações de B. animalis acima de 6 log UFC/g foram 

encontradas em amostras de cream cheese durante todo o período de armazenamento do 

produto, enquanto que L. acidophilus exibiu viabilidade reduzida, determinada em 6,67±0,01 a 

8,20±0,05 log UFC/g no primeiro dia e 3,10±0,17 a 5,40±0,12 log UFC/g no 45º dia da vida de 

prateleira do produto (Alves, 2009). Estudo avaliando queijo fresco ultrafiltrado corrobora com 

o encontrado anteriormente, onde foram adicionadas as culturas probióticas Bifidobacterium, 

Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei, observando redução das populações de 

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium inferiores a 1 log UFC/g durante a vida de 

prateleira do produto mantido sob refrigeração durante 60 dias (Vinderola et al., 2000). O 

mesmo foi encontrado em amostras de cream cheese com sabor tomate, em que foi observada 

população inicial de L. paracasei LPC-37 em cerca de 8 log UFC/g. No entanto, esse valor 

mostrou-se reduzido durante a primeira semana de armazenamento, elevou-se na segunda 

semana, e, finalmente, manteve-se constante na terceira semana avaliada (Santini et al., (2012).  

Em queijos brancos turcos, foi observada que populações de L. acidophilus elevaram-se de 4 

log UFC/g para 9-10 log UFC/g nos primeiros 7 dias de maturação. Os autores atribuíram o 

fato à capacidade de produção de ácido lático pela cultura starter, o qual teria potencializado a 

multiplicação da cepa probiótica (Kasımoğlu, Göncüoğlu, & Akgün, 2004). Visto todos esses 

estudos com cepas de células vegetativas probióticas, a variabilidade da sobrevivência dessas 

nas matrizes estudadas, dependem não somente do momento da sua adição nos alimentos, mas 
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também o tempo de estocagem desses e tipo de cepa utilizada. Além disso, depende muito da 

cepa utilizada e quais mecanismos que a mesma apresenta ou não de resposta ao estresse. 

Os queijos controles apresentaram crescimento microbiano esporulado em alguns tempos 

da vida de prateleira. Isso pode estar associado a contaminação da matriz por bactérias 

deteriorantes esporuladas, as quais são comumente ou possivelmente encontradas neste tipo de 

produto (Reys, 2008). 

No presente trabalho, as populações de esporos probióticos de B. coagulans GBI-30 6086 

mantiveram-se estáveis em todos os  tratamentos de requeijão testados (RP, RF e RPF) durante 

o período de armazenamento do produto, demonstrando que nessas condições não ocorreu a 

germinação dos esporos. Portanto, tanto o processamento quanto o armazenamento do 

requeijão cremoso adicionado de Bacillus probiótico na forma de esporos, devem ser 

cuidadosamente monitorados para que o micro-organismo mantenha-se viável, requisito 

primordial para que essa possa atingir o TGI em nível adequado, germinar e execer seu(s) 

efeito(s) benéfico(s) à saúde.  

Os dados obtidos a partir das análises de proteólise dos diferentes tratamentos de 

requeijão cremoso realizadas no início e ao final da vida de prateleira do produto estão 

apresentados na Tabela 4. 

Perante à analise de química de proteólise dos queijos (Tabela 4), não foi observada 

diferença significativa (p>0,05) entre os valores correspondentes aos níveis de proteólise 

determinados nos diferentes tratamentos do requeijão cremoso, no início e ao final da vida de 

prateleira do alimento. Esse dado reforça a semelhança entre os tratamentos quanto à 

composição e à boa estabilidade protéica, não havendo interferência do micro-organismo 

probiótico nesse parâmetro.  

Proteólise é caracterizada como o processo bioquímico em que há quebra de proteínas do 

produto por meio da ação de enzimas do próprio produto, fermentos ou enzimas bacterianas 

contaminantes, formando assim outros compostos voláteis tais como aminas, ácidos 

(isobutírico, isovalérico e valérico), tióis, ésteres e outros (Bezerra et al., 2016). Todas os 

tratamentos de requeijão cremoso testados apresentaram um aumento dos níveis de proteólise 

ao longo da vida de prateleira do produto. Comportamento semelhante foi  encontrado em 

estudo realizado com queijo frescal, no qual o índice de proteólise aumentou, 

significativamente, ao longo da vida de prateleira (Isepon & Oliveira, 1989). 
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Tabela 4. Resultados das análises de proteólise das diferentes formulações de requeijões cremosos 

adicionadas, em diferentes etapas de seu processamento, de esporos probióticos de B. coagulans GBI-

30 6086  e  realizadas no ínicio e ao final de sua vida de prateleira (0 e 45 dias, t0 e t45, respectivamente). 

 Proteólise* 

Formulações Média±DP 

(t0) 

Média±DP 

(t45) 

Controle 0,345aA±0,03 0,478aB±0,05 

RP 0,378aA±0,06 0,633bB±0,08 

RF 0,389aA±0,05 0,432bB±0,06 

RPF 0,399aA±0,02 0,701aB±0,08 

Letras minúsculas sobrescritas indicam diferença significativa (p<0,05), considerando-se um mesmo tratamento e 

comparando-se o início (T0) e o final da vida de prateleira do produto (T45). Letras maiúsculas sobrescritas indicam 

diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes tratamentos, considerando-se um mesmo tempo da estocagem 

do produto. RP: requeijão com esporo probiótico adicionado ao leite, antes da etapa de pasteurização; RF: 

requeijão com esporo probiótico inoculado na etapa de fusão da massa; RPF: requeijão inoculado com esporo 

probiótico após a etapa de fusão da massa e Controle: requeijão sem adição de esporo probiótico). *Proteólise é 

expressada em absorbância (λ = 340nm). 

 

Neste estudo, todas as amostras apresentaram aumento da proteólise durante a vida de 

prateleira do requeijão cremoso. Somente as formulações de requeijão cremoso controle e RPF 

não exibiram aumento significativo (p>0,05) dos níveis de proteólise determinados ao longo 

dos 45 dias de vida de prateleira do produto armazenado sob refrigeração, indicando a 

estabilidade do sistema protéico dessas formulações. Por outro lado, o aumento significativo 

(p<0,05) dos níveis de proteólise observados nas formulações RP e RF, nessas mesmas 

condições, pode indicar possível germinação dos esporos probióticos, os quais foram 

submetidos a um maior número de etapas de estresse (pasteurização, coagulação e fusão) em 

relação aos esporos inoculados no alimento à baixa temperatura (50ºC), tal qual na formulação 

RPF.  

A germinação desses esporos poderia levar à produção de enzimas, as quais podem estar 

associadas com o fenômeno da proteólise do produto. Outra hipótese para essa maior 

instabilidade protéica dos tratamentos RP e RF, seria a presença de bactérias esporuladas 

contaminantes na matriz, já que os controles apresentaram aumento de população desses 

possíveis micro-organimos que poderiam causar deterioração do produto. Enzimas intrínsecas 
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do leite, como a plasmina, foi exposta a condições térmicas mais agressivas para esses 

tratamentos, podendo ter causado alguma modificação na estabilidade do alimento e está 

associada à proteólise ocorrida durante a vida de prateleira de queijos. O índice de extensão da 

proteólise está fundamentalmente relacionado às proteinases naturais do leite e do agente 

coagulante, as quais degradam a proteína em peptídeos de alto peso molecular (Fox, 1989). 

Embora uma das possíveis causas da proteólise também possa ser a contaminação das matérias-

primas, por exemplo, por micro-organismos psicotróficos (Wolfschoon-Pombo & Lima, 1989), 

no presente estudo tal hipótese foi desconsiderada, uma vez que as matérias-primas utilizadas 

para a produção do requeijão cremoso apresentarem adequada qualidade microbiológica e 

também não foi observada a formação de gases no produto e os controles não tiveram a 

proteólise observada em RP e RF. 

Vários estudos na literatura relatam a interferência da proteólise na estocagem de queijos. 

Em um estudo com queijo manteiga, avaliando os níveis de nitrogênio solúvel em pH 4,6 foi 

encontrado um indicativo da proteólise primária, pois não houve adição do agente coagulante, 

sendo possivelmente causada pela protease alcalina do leite (plasmina) ou por ação de proteases 

microbianas provenientes de micro-organismos psicrotróficos e micro-organismos 

termodúricos, os quais sobreviveram à pasteurização do leite e ao processo de cocção do queijo 

de manteiga (Almeida, 2008). Em queijos brancos turcos, a proteólise foi ligeiramente maior 

nos queijos probióticos do que nos queijos controles. Os autores associaram este fato à variação 

de atividades proteolíticas do fermento e das bactérias probióticas utilizadas (Kasımoğlu et al., 

2004).  

Na tabela 5 estão expressos os resultados das análises de ácidos graxos dos requeijões 

probióticos realizadas no dia 1, considerando que não foram observadas alterações durante o 

período de armazenamento. Embora tenha sido relatado que as bactérias probióticas são capazes 

de alterar o perfil lipolítico dos queijos durante o armazenamento (Felicio et al., 2016; 

Rodrigues, Santos, Gomes, Goodfellow, & Freitas, 2012), não foi observada essa mudança no 

requeijão cremoso, possivelmente, por serem queijos de alta umidade com uma vida de 

prateleira limitada, não tendo tempo suficiente para a ação das enzimas lipolíticas produzidas 

por cepas probióticas. Outra hipótese, é que visto que foram utilizados esporos de Bacillus, 

esses não germinaram no alimento, não causando alterações químicas no produto. 

 No presente trabalho, os valores de ácidos graxos insaturados determinados nas 

diferentes formulações de requeijão produzidos foram baixos em relação aos AG saturados, 
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com média de 1,58g/100g de gordura dos queijos. Está bem documentado que alguns micro-

organismos probióticos podem alterar o perfil de ácidos graxos do leite, formando ácidos graxos 

biologicamente ativos (Vieira et al., 2015; Yilmaz-Ersan, 2013). A gordura do leite representa 

uma boa fonte de nutrientes, incluindo vitaminas lipossolúveis e ácidos graxos essenciais. 

Dessa maneira, alguns estudos tem concentrado em avaliar os teores de ácidos graxos bioativos 

como ácido butírico, ácido oléico e ácido linoléico conjugado (CLA), os quais tem apresentando 

papel importante na prevenção de certas doenças (Yilmaz-Ersan, 2013). 

A composição dos ácidos graxos de todas as formulações apresentou valores semelhantes 

entre elas. O leite de vaca, utilizado na fabricação do requeijão cremoso é, principalmente, rico 

em ácidos graxos saturados, dentre eles os de cadeia longa (Alves, 2009). Em estudos utilizando 

queijos como matriz probiótica, foi encontrado maior quantidade de ácidos graxos saturados 

em cream cheese simbiótico (mínimo e máximo de gordura de, respectivamente, 226,74±0,39 

mg/g e 411,17±20,79mg/g). Porém, foi observada redução na concentração de ácidos graxos 

insaturados durante o período de estocagem do produto (Alves, 2009). Por outro lado, não foi 

verificada diferença significativa entre os teores de ácidos graxos insaturados determinados 

durante o armazenamento de queijos produzidos com leite de búfala adicionados de culturas 

probióticas (Van Nieuwennhove et al, 2007).  

Alguns trabalhos afirmam que a adição de culturas probióticas é capaz de elevar a 

quantidade de ácidos linoléicos conjugados (CLA) em produtos lácteos (Akalin et al, 2007; Van 

Nieuwhennhove et al, 2007; Ekinci et al, 2008; Oliveira et al, 2009). Tal comportamento foi 

observado em relação às formulações RP e RPF, as quais apresentaram teores mais elevados 

(p<0,05) de CLA em relação àqueles determinadas no requeijão cremoso controle (sem adição 

de esporo probiótico). No entanto, o mesmo não foi observado em cream cheese adicionado de 

Bifidobacterium e Lactobacillus e armazenado a 8ºC por 45 dias, em que os níveis de CLA não 

foram alterados com a presença das cepas probióticas (Alves, 2009).  

A  presença de ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, como o ácidos graxos alfa-

linolênico (ômega 3) e óleicos (omêga 9) em alimentos estão relacionados à ações 

antiinflamatória, antialérgicas, neuroprotetora e cardioprotetora (Balthazar et al., 2016). Além 

disso, favorece o crescimento, adesão e tolerância das bactérias probióticas no intestino, 

potencializando a ação benéfica das mesmas (Kastel et al., 2007). No presente trabalho, o 

requeijão cremoso apresentou perfis de ácido óleico altos quando comparados aos outros ácidos 

graxos (Tabela 5). 
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Tabela 5. Perfis de ácidos graxos determinados em diferentes tratamentos de requeijão cremoso 

adicionados de esporos de Bacillus probióticos em etapas distintas do processamento do alimento no 

tempo 1 de vida de prateleira. 

Ácidos Graxos 
Formulatção 

Controle RP RF RFP 

Butanoico (C4:0) 1,10a±0,04 1,20a±0,05 1,40a±0,03 1,30a±0,04 

Hexanoico (C6:0) 1,50a±0,03 1,30a±0,06 1,60a±0,04 1,50a±0,05 

Octanoico (C8:0) 1,20a±0,03 1,30a±0,07 1,40a±0,03 1,00a±0,01 

Docanico (C10:0) 2,20a±0,03 2,10a±0,01 2,40a±0,02 2,10a±0,07 

Dodecanoico (C12:0) 2,50a±0,05 2,00b±0,05 2,00b±0,09 2,00b±0,06 

Tetradecanoico (C14:0) 10,1a±0,68 8,50c±0,06 9,50b±0,08 9,70b±0,06 

Pentadecanoico (C15:0) 1,60a±0,02 1,10b±0,05 1,70a±0,08 1,80a±0,05 

Palmitico (C16:0) 33,0a±0,78 34,1a±0,97 31,5b±0,77 31,2b±0,85 

Palmitoleico (C16:1) 1,70a±0,05 1,74a±0,05 1,80a±0,07 1,90a±0,59 

Estearico (C18:0) 10,4b±0,65 10,7b±0,77 11,2a±0,66 9,50c±0,92 

Trans-vacenico (C18:1t) 2,80a±0,08 2,50a±0,66 2,70a±0,06 2,30b±0,06 

Oleico (C18:1c) 29,0b±0,56 31,2a±0,76 30,4b±0,88 31,5a±0,95 

Linolenico (C18:2) 0,70a±0,04 0,60a±0,06 0,80a±0,06 0,90a±0,04 

α-ácido linoléico, ALA (C18:3) 0,40b±0,05 1,20a±0,07 0,60b±0,02 1,10a±0,05 

Ácido linoléico conjulgado 
(CLA) 

1,80b±0,04 2,20a±0,03 1,50b±0,05 2,60a±0,03 

Ácidos graxos de cadeia curta 
(SCFA) 

1,10a±0,06 1,40a±0,03 0,80b±0,02 1,30a±0,05 

Ácidos graxos de cadeia média 
(MFCA) 

7,40a±0,07 5,40b±0,06 7,40a±0,03 6,60b±0,05 

Ácidos graxos de cadeia longa 
(LCFA) 

91,5a±0,97 93,8a±0,08 91,7a±0,88 92,5a±0,45 

Ácidos graxos 
monoinsaturados (MUFA) 33,5b±0,58 35,4a±0,06 34,90b±0,96 35,7a±0,57 

Ácidos graxos poliinsaturados 
(PUFA) 1,10b±0,06 1,80a±0,03 1,40b±0,54 2,00a±0,03 

Total 100 100,64 99,9 100,4 

Letras minúsculas diferentes sobrescritas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os perfis de ácidos graxos determinados nas 

formulações de requeijão cremoso avaliadas, no final a vida de prateleira do produto (T45). RP: requeijão com esporo probiótico adicionado ao 

leite, antes da etapa de pasteurização; RF: requeijão com esporo probiótico inoculado na etapa de fusão da massa; RPF: requeijão inoculado 

com esporo probiótico após a etapa de fusão da massa e Controle: requeijão sem adição de esporo probiótico). 
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A produção de ácidos graxos de cadeia curta, promove ambiente intestinal mais ácido, 

desvaforecendo crescimento de bactérias patogênicas, além disso bactérias probióticas podem 

fermentar oligossacarídeos e produzir ácidos graxos de cadeia curta, auxiliando na redução dos 

níveis de colesterol (Manzoni et al., 2008). O ácido láurico está associado a atividade 

antibacteriana e atividades antivirais (Shobharani e Agrawal 2009). As baixas concentrações 

de ácido butírico contribuem para a inibição in vitro das linhas celulares de câncer humano, 

embora os ácidos caproico, caprílico e capilar possam reduzir o peso corporal ea gordura 

corporal (Rasmussen e outros 2010, Foglietta e outros 2014). O ácido esteárico apresentou altas 

quantidades no requeijão cremoso controle e probiótico, em relação aos outros ácidos graxos 

estudados. Este tipo de lipídeo são os mais encontrados em alimentos como carne vermelha e 

lácteos (Balakrishnan & Agrawal, 2014). O mesmo, por mais que seja classificado dentro dos 

ácidos graxos saturados, não foi associado ao aumento dos níveis de colesterol sérico, e portanto 

não possui caráter aterogênico (Ebringer et al., 2008). 
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4. Conclusão 

O requeijão cremoso, alimento amplamente consumido em território brasileiro, possui 

importante papel econômico dentro da indústria de alimentos, sendo um excelente candidato 

para a veiculação de micro-organismos probióticos, os quais são capazes de promover efeito(s) 

benéfico(s) a saúde ao consumidor.  

A adição dos esporos probióticos na etapa de fusão do requeijão cremoso (90º/5min) 

mostrou-se a mais apropriada, facilitando o processo tecnológico e evitando a recontaminação 

do produto final. 

Neste estudo foi demonstrado que esporos probióticos de Bacillus spp. constituem uma 

opção promissora e inovadora para a produção de alimentos processados sob condições 

adversas/drásticas. Dentre as cepas avaliadas, os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 

apresentaram melhor resistência térmica durante todas as etapas do processamento do requeijão 

cremoso, exibindo elevadas populações ao longo da vida de prateleira do produto (45 dias a 

6ºC). A mesma cepa, não afetou os níveis de proteólise, nem alterou o perfil de ácidos graxos 

e a composição centesimal do produto final ao final da estocagem 
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Resumo 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto da suplementação da dieta com esporos 

probióticos de Bacillus coagulans nos sistemas antiestresse de ratos Wistar. A cepa liofilizada 

de B.coagulans GBI-30 6086 foi adicionada em requeijão cremoso, a fim de atingir 106-107 

UFC  de esporos do micro-organismo por grama do produto. Trinta e nove animais foram 

alocados aleatoriamente em cinco grupos (n=7-8 por grupo), correspondendo a três dietas 

experimentais (requeijões diferindo em relação à fase do processamento na qual o probiótico 

foi adicionado ao produto: pré-pasteurização do leite (RPP), durante a fusão do queijo (RPF) e 

após a etapa de fusão do queijo (RAPF) e dois controles [RC – requeijão sem adição de 

probiótico e C (animais suplementados com 5 mL de água)]. Ao final de 14 dias de tratamento, 

a análise dos marcadores moleculares de proteínas do sistema de estresse e antioxidante, HSP 

25, 60, 70 e 90, SOD e catalase foram realizadas nos músculos sóleos por meio da técnica de 

Western Blot. Os resultados mostraram que os níveis dos biomarcadores HSP25, HSP90 e 

catalase dos grupos de requeijão com esporos não diferiram do grupo controle (C), indicando 

que a homeostase se manteve inalterada. Porém, houve uma diminuição significativa (p<0,05) 

na expressão de HSP 70 nos animais que receberam dieta experimental com menores doses de 

esporos (RPP) em relação aos animais dos grupos controle (C e RC), o que pode significar que 

a quantidade de esporos viáveis afetou de maneira particular, levando a uma menor expressão 

de proteínas do estresse no organismo dos animais que o consumiram. Concluiu-se que, na 

ausência de alterações negativas nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e de estresse no 

rato, inclusive utilizando o sensível critério das proteínas endógenas do estresse, a adição de 

esporos de B. coagulans GBI-30 6086 probiótico ao requeijão cremoso mostrou-se adequada e 

segura, não afetando o sistema de estresse e a homeostase do organismo de ratos sadios 

alimentados de requeijão cremoso adicionado de probiótico esporulado.  

 

Palavras-chave: Bacillus coagulans, esporos probióticos, requeijão cremoso, Western blot, 

biomarcadores, sistema antiestresse. 

 

 

 



147 
 

1. Introdução 

Probióticos são definidos como micro-organismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, promovem efeito benéfico significativo à saúde do hospedeiro 

(FAO/WHO, 2001; Hill et al., 2014). Esses micro-organismos são capazes de estimular o 

sistema imunológico por meio de seu contato com diversos tipos de células presentes na mucosa 

intestinal, incluindo as células B, as células T, os monócitos, os macrófagos, as células 

dendríticas e as células NK(Coppola & Turnes, 2004; Lollo et al., 2013; Trejo & Sanz, 2013). 

Dessa maneira, os probióticos podem auxiliar na manutenção da homeostase do organismo, 

protegendo-o frente a diferentes tipos de estresse. 

Uma das funções do sistema imunológico da mucosa intestinal é montar uma resposta 

imune-inflamatória adequada para suprimir a ação de patógenos ou para induzir tolerância a 

substâncias e micro-organismos que sejam vantajosos ao hospedeiro, tais quais os nutrientes 

dos alimentos e bactérias probióticas (de Almada, Nunes de Almada, Martinez, & Sant’Ana, 

2015). 

Dentre as bactérias probióticas, aquelas pertencentes aos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium estão entre os micro-organismos probióticos mais estudados e utilizados em 

produtos alimentícios processados ao redor do mundo, com destaque para os produtos lácteos 

(Dantas et al., 2016; Esmerino et al. 2015; Felicio et al., 2016; Pereira et al., 2016). O requeijão 

cremoso é um queijo tipicamente brasileiro e e de amplo consumo, fabricado sob diferentes 

formulações e tecnologias (Van Dender et al., 2012). A sua massa, entretanto, é invariavelmente 

submetida a um processo de fusão na qual são utilizadas temperaturas entre 85 e 95°C, o que 

inviabiliza a adição de células vegetativas probióticas, susceptíveis a efeitos deletérios durante 

esta etapa de processamento. 

Uma alternativa para possibilitar a veiculação desses micro-organismos por meio de 

produtos como o requeijão cremoso é a adição do probiótico na forma de esporos, uma vez que 

estes são capazes de sobreviver às condições drásticas de processamento e, ainda, tolerar e 

resistir ao ataque das secreções do TGI (Cutting, 2011). Adicionalmente, os esporos podem ser 

vantajosos devido à sua longa vida útil e, consequentemente, à elevada viabilidade em produtos 

alimentícios durante todo o período de armazenamento, seja em temperatura ambiente ou sob 

refrigeração (Tripathi & Giri, 2014), ou ainda a possibilidade de trabalhar com doses efetiva 

menores de esporos como suplementos probióticos, devido a sua melhor capacidade de 

sobrevivência (Blanch, Méndez, Castel, & Reina, 2014). 
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Estudos sobre os benefícios à saúde associados aos produtos alimentícios adicionados 

de cepas esporuladas probióticas, como suplemento alimentar animal, têm demonstrado que 

estes micro-organismos apresentam atividade antimicrobiana e são capazes de estimular o 

sistema imune (Cartman et al., 2007; Huang et al., 2013) ou, de forma geral, interagir com 

outros comensais (Sassone-Corsi et al., 2016). Nos seres humanos, cepas de Bacillus têm sido 

utilizadas como suplementos alimentares para a profilaxia de desordens gastrointestinais e 

como agentes terapêuticos para o tratamento de infecções do trato urinário (Nithya & Halami, 

2012). Entretanto, a utilização de esporos de Bacillus probióticos em produtos alimentícios 

ainda é recente e a segurança de cepas desse gênero deve continuar a ser criteriosamente 

analisada a fim de identificar e excluir aquelas que apresentem potencial de virulência ou de 

deterioração de alimentos (Cutting, 2011). 

As HSPs (Heat Shock Proteins) são proteínas do sistema de defesa-antioxidante, 

protetoras e reparadoras de proteínas celulares danificadas, conferindo à célula uma maior 

tolerância e resistência contra uma variedade de fatores agressores. O sistema é ativado durante 

episódios de elevação da temperatura corporal, descontrole das espécies reativas de oxigênio 

(ROS), isquemia, hipóxia e privação de glicose, bem como vários outros tipos de estresse 

fisiológico (Belter, Carey, & Garland, 2004; Jang, 2008; Morimoto, 1998; Lollo, Moura, 

Morato, & Amaya-Farfan, 2013; Staib, Tümer, & Powers, 2009). Portanto, as HSPs servem 

para manter a integridade celular, a estrutura e a funcionalidade da célula durante os períodos 

de estresse (Silver & Noble, 2012). Em diferentes tecidos, a HSP70 também está associada ao 

auxílio do sistema antioxidante, protegendo outras proteínas presentes nos tecidos de possíveis 

danos e até mesmo da ocorrência do fenômeno de desnaturação (De Moura, Lollo, Morato, 

Carneiro, & Amaya-Farfan, 2013; Silver & Noble, 2012). Um outro importante grupo de 

enzimas capaz de indicar o estado de estresse no organismo é o conjunto da superóxido-

dismutase (SOD) e catalase, que defendem as células e tecidos contra o ataque por radicais 

livres (Aguiló et al., 2005). 

As proteínas de choque térmico  (HSPs) são um conjunto de proteínas presente em todos 

os tipos de células. Elas desempenham funções de limpeza intracelulares e extracelulares 

importantes para manter a integridade da barreira mucosa e a homeostase do intestino. 

Considerando que as HSPs são proteínas indicadoras de estresse, o papel protetor dos 

probióticos pode ser mediados, em parte, através da expressão de HSP, que são induzidas em 

condições estressantes para a célula. Ou seja, quando o organismo é exposto a situações que 

desestabiliza a sua homestase, mas contém população microbiana habitante benéfica 
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(probióticos), essa estimula a produção de HSPs para proteção do mesmo,  que interligam com 

o sistema imune para produção de células de defesa do corpo (Liu, Dicksved, Lundh, & 

Lindberg, 2014).  

Contando com um produto alimentício de consumo popular, o qual não foi explorado 

ainda como veículo para a adição de Bacillus probióticos devido a barreiras tecnológicas, este 

trabalho teve como objetivo investigar o potencial probiótico do requeijão cremoso brasileiro 

adicionado de esporos probióticos de B.coagulans GBI-30 6086. Para tanto, os esporos foram 

incorporados ao produto alimentício em diversos estágios de seu processamento e os efeitos 

metabólicos advindos de seu consumo foram avaliados em ratos por meio da determinação de 

parâmetros bioquímicos clássicos e marcadores moleculares de estresse.  

 

2. Material e Métodos 

2.1. Cepa probiótica 

Bacillus coagulans GBI-30 6086 (Ganeden Biotech, Mayfield Heigths, Estados Unidos) 

é um micro-organismo probiótico Gram-positivo, aeróbio, produtor de ácido lático, com status 

GRAS (generally recognized as safe) disponível comercialmente na forma de esporos. B. 

coagulans GBI-30 6086 coloniza transitoriamente o intestino sem a necessidade de seu 

consumo (via oral) frequente (Maathuis, Keller, & Farmer, 2010).  

O esporo liofilizado de B.coagulans GBI-30 6086 foi adicionado às amostras de 

requeijão na concentração 107-108 esporos/g do produto final.   

 

2.2. Enumeração de B. coagulans GBI-30 6086 

A contagem dos esporos probióticos no ínicio e ao final (14 dias) do estudo e a confirmação 

do inóculo inicial foi realizada submetendo-se amostras do produto contendo o micro-

organismo, inicialmente, ao choque térmico (80ºC/10 min). Posteriormente, o material foi 

diuído (1:10) em água peptonada 1% e empregado para a obtenção de diluições decimais 

seriadas, a patir das quais foram retiradas alíquotas de 1mL que foram  semeadas  em 

profundidade, em meio de cultura formulado Ágar Glicose Extrato de Levedura [BC- Extrato 

de Levedura (Oxoid) (5g/L), D-Glicose (Dinâmica) (5g/L), Peptona (Acumedia, Lansing, USA) 
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(5g/L); Fosfato de Potássio Monobásico (Dinâmica) (0,5g/L), Fosfato de Potássio Dibásico 

(Dinâmica) (0,5g/L), Sulfato de Magnésio (Dinâmica) (0,3g/L); Ágar Bacteriológico (Inlab) 

(15g/L); Solução de Minerais ( 1ml/L - Sulfato de Manganês (Dinâmica) (16mg/mL); Cloreto 

de Sódio (Dinâmica) (10mg/mL); Sulfato de Zinco (Dinâmica) (1,6mg/mL); Sulfato de Cobalto 

7H2O (Dinâmica) (1,6mg/mL); Sulfato de Cobre 5H2O (1,6mg/mL); Sulfato de Ferro 7H2O 

(Dinâmica) (18mg/mL)]. Em seguida, as placas foram incubadas a 40ºC/48h em condições 

aeróbias conforme fornecedor das cepas. O mesmo procedimento foi realizado com as amostras 

do queijo ao fim do experimento in vivo para determinação da viabilidade dos esporos 

probióticos no 14º dia de estudo. 

 

2.3. Animais e Procedimentos Experimentais 

Foram usados trinta e nove ratos Wistar machos (21 dias de idade, livres de patógenos) 

criados no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de 

Campinas (SP, Brasil) e  mantidos (± 22°C, 55% UR, ciclo de luz invertido de 12 h) em gaiolas 

de crescimento individuais com acesso à ração comercial (Labina, Purina, Brasil) e água ad 

libitum até que atingissem peso de aproximadamente 300g. O estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Universidade de Campinas (CEUA/UNICAMP, protocolo nº 

3444-1, Anexo 1). 

Os animais foram alocados aleatoriamente em cinco grupos (n=8 por grupo), 

correspondendo às três dietas experimentais avaliadas contendo esporos probióticos (RPP - 

requeijão com esporos inoculados ao leite antes da pasteurização, 65ºC/30min, RPF – requeijão 

inoculado na etapa de fusão da massa, 90ºC/5min e RAPF – requeijão inoculado com esporos 

após a etapa de fusão da massa, resfriado até 50ºC) e mais dois controles estudados [RC -

requeijão sem adição de probiótico e C (suplementados com 5 mL de água)] (Figura 1). As 

dietas experimentais e o requeijão cremoso controle foram administrados aos animais por via 

orogástrica durante 14 dias, da seguinte maneira: os animais foram gavados diariamente com 6 

mL do produto alimentício correspondente, em duas doses de 3 mL por dia. Os animais foram 

sacrificados ao final do experimento para a coleta das amostras (sangue, tecidos e órgãos) para 

realização das análises bioquímicas, hematológicas e moleculares. 
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2.5. Acompanhamento do ganho de peso e consumo de ração comercial 

Os ratos foram pesados uma vez por semana e o controle do consumo alimentício foi 

realizado por meio da diferença entre a quantidade da ração ofertada e aquela não consumida 

pelos animais.  

 

2.6. Parâmetros bioquímicos 

Amostras de sangue foram colhidas no 14º dia de experimento, após sacrifício dos 

animais, utilizando-se tubos BD-Vacutainers (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados 

Unidos). O material biológico foi mantido a 4°C e centrifugado (Sigma, Alemanha) a 3.000 x 

g (4°C, 12 min) para obtenção do soro e avaliação das taxas de glicose, ácido úrico, colesterol 

total, lipoproteína de alta densidade (HDL), proteína total, albumina, triacilgliceróis, aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina-quinase (CK). Os 

parâmetros bioquímicos avaliados foram determinados em duplicata. Todas as determinações 

espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se kits Laborclin (São Paulo, SP, Brasil) e um 

leitor de microplacas Biotech Época (BioTek, Winooski, VT, Estados Unidos).  

 

2.7.  Parâmetros hematológicos  

Amostras de sangue dos animais foram colhidas no final do 14º dia de experimento com 

o auxílio de tubos Vacutainer (4 mL), as quais foram adicionadas de EDTA e K3 e submetidas 

a análise hematológica, utilizando-se um contador de células automático (Ac. T5diff 

Hematology Analyzer, Beckman Coulter, High Wycombe, UK). O coeficiente de variação 

intra-ensaio para todos os parâmetros determinados foi inferior a 3,0%. 

 

2.8. Extração de proteínas e imunotransferência 

Para a análise molecular das proteínas do sistema anti-estresse e antioxidante, ao final do 

experimento, os animais foram sacrificados e os músculos sóleo direito e esquerdo foram cole-

tados. As análises dos marcadores moleculares foram realizadas empregando-se a técnica de 
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Western blot. e a quantificação das proteínas foi feita utilizando-se o método de Lowry (1951). 

As amostras do músculo sóleo foram preparadas por homogeneização de aproximadamente 100 

mg de tecido congelado em tampão Triton (Tris 100 mM, pH 7,4, 1% de Triton X-100,) con-

tendo pirofosfato de sódio a 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10 mM, 10 mM Na3VO4, 2 mM de 

PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina. Para a realização da etapa de imunotransferência, homoge-

natos de tecidos foram submetidos à técnica de SDS-PAGE e as bandas proteicas transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o sistema Western Blot Biocom Ocidental 

(Bridge of Weir, Reino Unido).  As membranas foram incubadas com anticorpos primários e 

secundários apropriados para a determinação de cada proteína-alvo e parâmetro de interesse 

(HSP25, HSP60, HSP70, HSP90, SOD e Catalase). As bandas obtidas foram visualizadas por 

quimiluminescência (UVITEC Cambridge (Model Alliance LD2)) e a intensidade das bandas 

(avaliação semi-quantitativa ou quantitativa) foi determinada através da utilização do programa 

ImageJ (v. 1.44 para Windows).  

 

2.9. Análise estatística 

Os resultados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste de significância 

entre as médias (Teste de Tukey) com o intuito de comparar os valores dos parâmetros 

hematológicos e pesos dos órgãos determinados nos diferentes grupos experimentais estudados. 

Para avaliar os níveis de proteínas do sistema de defesa e antioxidante (técnica de Western Blot) 

foi aplicado o teste post hoc de Ducan ao nível de significância estabelecido em 5% (p < 0,05). 

Os resultados bioquímicos foram analisados por Análise de Variância (ANOVA), seguido por 

teste de Tukey. As análises foram realizadas com o software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA).  

 

3. Resultados e Discussão  

Diferentes marcadores são utilizados para averiguar a eficiência e segurança do uso de 

probióticos inoculados em alimentos oferecidos a animais. Nesse estudo, os valores 

encontrados para os parâmetros de saúde de ratos sadios ao utilizarem requeijão cremoso 

adicionado de esporo probiótico estão expostos a seguir. 



154 
 

As diferentes dietas (requeijão controle e probiótico) avaliadas no presente estudo 

apresentaram composição nutricional semelhante entre si, conforme destacado na Tabela 1. O 

requeijão cremoso mostrou-se adequado como matriz carreadora de probióticos esporulados, 

uma vez que foram observadas populações elevadas e estáveis desses micro-organismos, sem 

que prejudicasse a saúde dos animais. Dessa maneira, a matriz alimentícia não causou qualquer 

interferência negativa nos grupos de animais estudados que consumiram o requeijão cremoso. 

Na realidade, sabe-se que o queijo pode ser considerado um meio eficiente para a veiculação 

de bactérias probióticas uma vez que, além de possuírem teores relativamente elevados de 

lipídios, as suas proteínas podem proteger os micro-organismos de interesse contra a acidez do 

estômago, favorecendo sua sobrevivência ao longo do TGI (Cruz, Buriti, de Souza, Faria, & 

Isay Saad, 2009; Lollo et al., 2015). 

 

Tabela 1. Valores médios (± desvio padrão) dos diferentes grupos de substâncias avaliadas para a 

determinação da composição centesimal das dietas comercial e experimentais oferecidas aos animais 

acompanhados no presente estudo. 

(g/100g) Dieta comercial Requeijão cremoso 
controle* 

Requeijão cremoso 
probiótico# 

Umidade 8,7±0,8 56,7±0,9 55,7±0,5 

Lipideos 6,2±0,2 19,5±1,2 20,7±1,0 

Proteina 21±1,1 19,1±0,4 18,6±0,4 

Cinzas 8,3±0,7 2,5±1,1 2,7±0,6 

Carboidratos 55,8±0,9 2,2±0,7 2,3±0,9 

Total 100 100 100 

* Requeijão cremoso controle - sem adição dos esporos da cepa B. coagulans GBI-30 6086); # Requeijão cremoso 

probiótico - contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculado após a  etapa de fusão. 

 

As contagens iniciais dos esporos probióticos de Bacillus GBI-30 6086 inoculados no 

requeijão cremoso determinadas no primeiro dia de tratamento dos animais avaliados, 

apresentaram os seguintes valores: 7,85x105; 5,5x107 e 1,4x107 UFC/g para os tratamentos 

RPP, RPF e RPAF, respectivamente. Ao final do período de tratamento dos animais (14º dia), 

as populações dos esporos probióticos foram, respectivamente, de 2,05x104, 2,8x107 e 1,17x107 

UFC/g para as formulações RPP, RPF e RPAF. A formulação na qual a cepa foi adicionada no 
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momento da pasteurização do leite para preparação do queijo (RPP) atingiu valores mais baixos 

que os outros tratamentos, contagens  inferior a 6-8 log UFC/g do produto alimentício no início 

e ao final do período do estudo. Este fato deve-se a menor resistência dos esporos ao passarem 

por tratamentos térmicos consecutidos na produção do requeijão cremoso, desde a 

pasteurização do leite, estressando-os e possivelmente germinando na matriz, não atigindo seu 

sítio alvo (intestino). Porém, ainda não há nenhuma regulamentação aprovada em relação a 

adição de esporos probióticos em alimentos.  

Os efeitos do processo de digestão que os esporos probióticos sofrem ao passar pelo 

TGI ainda é pouco conhecido; porém, uma dose adequada permite a sobrevivência de 

praticamente 100% de sua população mesmo no estômago, local em que uma pequena 

população pode germinar e colonizar transitoriamente o intestino delgado e exercer seus efeitos 

benéficos (Casula & Cutting, 2002). Além disso, efeitos benéficos distintos são obtidos por 

cepas probióticas adicionadas a matrizes alimentares, pois essas interferem na sobrevivência 

dos mesmos ao passarem pelo TGI, protegendo-as e fornecendo-lhes  nutrientes, aumentando 

sua viabilidade (Homayoni Rad et al., 2012; Shori, 2015). 

Todos os animais apresentaram ganho de peso corpóreo ponderal durante o tratamento 

(Figura 2A). Dessa maneira, os animais dos grupos RPP, RPF, RPAF e RC consumiram, 

comparativamente, menor quantidade de ração comercial, o que pode ter interferido nos valores 

de pesos finais dos animais, em comparação àqueles pertencentes ao grupo controle (C), ao 

qual foi oferecido somente água e ração comercial. Tal fato pode ter ocorrido, devido a maior 

saciedade dos animais que receberam a dieta experimental (requeijão cremoso), a qual possui 

uma elevada viscosidade, e portanto maior retardo de esvaziamento gástrico (Mourão & 

Bressan, 2009), além de uma composição rica em proteínas e lipídeos, aproximadamente 40% 

no total (Pedrosa, Junior, & Tirapegui, 2009). Portanto, no presente estudo, não foi observada 

alteração significativa que indicasse possível estresse dos animais ou deficiência nutricional em 

decorrência da dieta suplementada. Esse dado tem grande valia para a indústria de queijos 

processados, pois confirma a utilização benéfica desse tipo de alimento como matriz probiótica, 

podendo a indústria investir na melhoria dos seus aspectos nutricionais e se inserir no mercado 

de alimentos funcionais. 
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  (A)                                                             (B) 

 

Figura 2. Evolução do ganho de peso corpóreo (A) e da ingestão da dieta comercial (B) em 39 ratos 

machos Wistar, alocados aleatoriamente em cinco grupos experimentais, durante 15 dias de tratamento. 

Dietas: Controle (C, n = 8); Requeijão Controle (RC, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos de B. 

coagulans GBI-30 6086 inoculados na etapa de pasteurização do leite (RPP, n = 7); Requeijão probiótico contendo 

esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculados durante a etapa de fusão (RPF, n = 8); Requeijão probiótico 

contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculado após a  etapa de fusão (RPAF, n = 8). 

  

Na Figura 3, estão apresentados os resultados referentes à quantificação de diferentes 

proteínas dos sistemas anti-estresse e antioxidante dos animais avaliados no presente estudo. 

Os níveis de proteínas de estresse testadas mostraram-se conservadas em praticamente 

todos os tecidos animais, quando comparadas entre os animais do grupo controle e os animais 

que consumiram os diferentes tipos de amostras de requeijão probiótico, indicando a existência 

de equilíbrio na homeostase do organismo dos animais (Figura 3). Tais observações foram 

coerentes com os resultados encontrados ao analisar as populações de células do sistema imune 

(Tabela 2), as quais mantiveram-se dentro de intervalos normais (Branco, 2011), indicando o 

adequado estado de saúde dos animais. No entanto, foi observada uma tendência à elevação da 

expressão da HSP60 mediante a adição do requeijão à dieta, embora sem haver qualquer relação 

à adição dos esporos de Bacillus GBI-30 6086 . 
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Figura 3. Médias e desvios-padrão da expressão de HSP25, HSP60, HSP70, HSP90, Catalase e SOD 

sanquíneos nos diferentes grupos, determinados empregando-se a técnica deWestern blot. Dietas: 

Controle (C, n = 8); Requeijão Controle (RC, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos de B. coagulans GBI-

30 6086 inoculados na etapa de pasteurização do leite (RPP, n = 7); Requeijão probiótico contendo esporos de B. 

coagulans GBI-30 6086 inoculados durante a etapa de fusão (RPF, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos 

de B. coagulans GBI-30 6086 inoculado após a  etapa de fusão (RPAF, n = 8). Letras diferentes representam 

diferença significativa (p<0,05) entre os grupos para uma mesma expressão de proteínas. Ausência de letras 

representa que não houve diferença significativa (p>0,05). 

 

Em relação ao nível de HSP70, observou-se taxas de expressão adequadas dessas 

proteínas nos animais que receberam as dietas controle e experimental com ou sem probióticos, 

podendo indicar a homeostase do organismo dos animais, sem injúrias causadas pela matriz e 

pelo micro-organismo probiótico esporulado estudado. A redução na expressão de HSP70 

(p<0,05) no grupo RPP quando comparada aos outros grupos, pode indicar perda de esporos 

viáveis quando a adição foi feita nesta fase do processamento, tendo em vista que os animais 

eram saudáveis, ou seja, que não houve a participação de qualquer agente claramente estressor. 

Ou seja, obteve um nível basal baixo de estresse, não permitindo a expressão alta desse 

marcador. Tal resultado, entretanto, não teve reflexo concomitante na expressão da SOD. Na 

realidade, os níveis de SOD dos animais que receberam os esporos probióticos adicionados na 
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etapa da fusão (RPF) foram superiores (p<0,05) aos dos demais grupos, sugerindo que o 

tratamento térmico e as condições microambientais na etapa da fusão possam ter sido 

determinantes para uma maior germinação dos esporos e uma maior expressão da enzima do 

sistema antioxidante.  

A quantificação de HSPs, quando houve ingestão de amostras de requeijões adicionadas 

de probióticos, possuiu valor preditivo do estado de saúde, visto que essas proteínas são 

indicadoras do estado homeostático do organismo e lesão celular. A ingestão de probióticos, 

particularmente dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, é capaz de modular os níveis de 

oxidação do organismo uma vez que esses micro-organismos são capazes de induzir reações 

antioxidantes, inibindo a formação de metabolitos reativos de oxigênio no trato gastrintestinal 

(Amaretti et al., 2013). Nesse contexto, as HSPs podem ser úteis para avaliar o efeito de 

probióticos, os quais são conhecidos por estimularem o sistema imune e controlarem o processo 

inflamatório, consequentemente diminuindo o estresse oxidativo mediado por citocinas 

(Coppola & Turnes, 2004; Taverniti & Guglielmetti, 2011) 

Em estudo in vitro com células epiteliais intestinais, por exemplo, a cepa Ganeden BC30 

mostrou-se capaz de modular a produção de metabólitos anti-inflamatórios e o sistema imune, 

enfatizando que o micro-organismo esporulado em questão apresenta potencial para exercer 

efeitos benéficos à saúde humana (Jensen, Benson, Carter, & Endres, 2010).  

As Figuras 4, 5 e 6 exibem os diferentes parâmetros bioquímicos determinados no 

sangue dos animais alocados aleatoriamente nos diferentes grupos, expressos como valores 

médios e desvios-padrão. 

Conforme observado na Figura 4, não houve alteração significativa (p>0,05) do perfil 

lipídico e dos níveis de glicose entre os grupos, demonstrando que a matriz alimentícia e os 

esporos probióticos inoculados não induziram alterações na homeostase do metabolismo 

energético, em concordância com o não-aumento dos biomarcadores de estresse, SOD e 

catalase. Dessa maneira, os valores médios determinados encontraram-se dentro dos limites dos 

intervalos de referência preconizados pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da 

USP (FMUSP, 2008), que são 98,9-110,2mg/dL para colesterol total, 11,4-20,4mg/dL para 

HDL-colesterol, 110 – 174,8mg/dL para triglicérides e 150,7-207,5mg/dL para glicemia. 
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de ratos da linhagem Wistar, provenientes do biotério da Universidade Tiradentes (0,24-1,20 

mg/dL para creatina e 1,00-3,20 mg/dL para ácido úrico) (Lima et al., 2014). 
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Figura 6. Valores médios e desvios padrão de proteínas totais (A) e albumina (B) sanguíneas dos 39 

animais alimentados com requeijão probiótico e grupo controle. Dietas: Controle (C, n = 8); Requeijão Controle 

(RC, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculados na etapa de pasteurização do 

leite (RPP, n = 7); Requeijão probiótico contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculados durante a etapa de fusão 

(RPF, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculado após a  etapa de fusão (RPAF, 

n = 8). 

 

Os resultados obtidos para os parâmetros bioquímicos, a saber proteína total e albumina 

(Figura 6) estão dentro das respectivas faixas de valores de referência adotados pelo biotério da 

FMUSP (5,5-10,4g/dL e 2,8-6,1g/dL, respectivamente). Dessa maneira, não houve diferença 

significativa (p>0,05) entre os grupos estudados, demonstrando que o estado nutricional dos 

animais não foi alterado em função da dieta. Valores de proteínas totais anormais, por sua vez, 

indicam, principalmente, problemas nutricionais, doença renal ou hepática. A comparação entre 

os valores encontrados para animais e seres humanos é realizada devido a semelhança 

fisiológica dos dois, podendo predizer comportamentos análogos à realidade. O valor ideal para 

proteínas totais em seres humanos está na faixa de 6-8,3g/dL, semelhante àqueles observados 
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nos roedores avaliados em nosso trabalho (6,29-6,65 g/dL). O ácido úrico, por sua vez, é 

naturalmente produzido pelo organismo através da quebra de proteínas (purinas) provenientes 

principalmente da dieta, sendo eliminado pelos rins. Em seres humanos, seu nível ideal 

encontra-se na faixa de 3,4-7g/dL, valor similar àquele determinado nos animais acompanhados 

no presente estudo, que foi de 3,74-4,29g/dL. Um quadro de hiperuricemia pode levar à 

formação de cristais de uratos, os quais se depositam principalmente nas articulações, dando 

origem ao processo denominado gota (Stangarlin & Rodrigues, 2011). 

Os dados referentes aos parâmetros hematológicos determinados nos animais alocados 

em diferentes grupos experimentais estão reunidos na Tabela 2. Os resultados obtidos a partir 

da análise hematológica e imune encontram-se dentro dos valores de referência e não 

apresentaram diferença significativa (p>0,05) entre os diversos grupos estudados (ratos sadios). 

Resultado distinto foi observado por  Lollo et al. (2013). Segundo os autores, ratos submetidos 

a exercício físico extenuante apresentaram as funções do sistema imune comprometidas, as 

quais foram  restabelecidas após a ingestão de iogurte probiótico contendo Lactobacillus 

acidophilus LA 14 e Bifidobacterium longum BL 05. Os valores de referência para parâmetros 

hematológicos variam sobremaneira de acordo com raça, linhagem, idade, sexo e estado de 

saúde do animal, assim como podem sofrer alterações relacionadas à manipulação do sangue, 

tornando difícil a comparação precisa entre diferentes estudos.  

A quantificação de neutrófilos é um indicador rápido e simples da intensidade de estresse e do 

estado inflamatório (Zahorec, 2001). O aumento do número de neutrófilos e linfócitos na 

corrente sanguínea é indicativo de estados inflamatórios e infecciosos (Lollo et al., 2013). Ao 

avaliar os marcadores do sistema de defesa, os valores encontrados no leucograma dos animais 

analisados realçam os efeitos benéficos relacionados à quantificação de proteínas do estresse, 

indicando uma homeostase do organismo, assim como indicam que a matriz alimentícia 

carreadora do probiótico é inerte à saúde dos animais estudados.  
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Tabela 2. Valores médios e desvios padrão dos parâmetros hematológicos determinados em 40 animais 

do estudo. 

 
Haematological Parameters 

Feeding type 

Eritogram 

Red blood cell 

(106 cel/µL) 

Hemoglobin 

(g/dL) 

Hematocrit 

(%) 

Platelets 

(106 cel/µL) 

 

Control 7,6 ± 2 a 14,14 ± 0,96 a 43,5 ± 1 a 1 ± 1 a 
 

RC 8,50±2,49 a 15,85±1,32 a 43,71±1,95 a 1,25±1,40 a 
 

RPP 8,19±4,02 a 17,29±0,87 a 41,43±2,03 a 1,22±1,72 a 
 

RPF 8,60±2,64 a 15,25±0,92 a 41,88±1,22 a 1,08±3,46 a 
 

RPAF 8,39±4,78 a 13,25±0,96 a 41,63±2,10 a 1,06±3,01 a 
 

 
Haematological Parameters 

Feeding type Leucogram 

Leukocytes 

(103 cel/µL) 

Lymphocyte 

(103 cel/µL) 

Eosynophil 

(cel/µL) 

Monocyte 

(cel/µL) 

Neutrophil 

(103 cel/µL) 

Basophile 

(cel/µL) 

Control 12,60 ±6589a 7,42 ±3438a 262 ±317a 1008 ±653a 3,91 ±3284 a 0 

RC 13,06 ±5122a 8,75 ±3353a 363 ±330a 590 ±715a 3,36 ±3239a 0 

RPP 12,53 ±3351a 7, 30 ±3006a 299 ±249a 421 ±485a 4,52 ±3092a 0 

RPF 13,33±911a 8,76 ±2702a 350 ±204a 804 ±456a 3,41 ±2896a 0 

RPAF 13,99 ±4353a 9,70 ±2481a 417 ±208a 574 ±444a 3,31 ±782a 0 

Dietas: Controle (C, n = 8); Requeijão Controle (RC, n = 8); Requeijão probiótico contendo esporos de B. 

coagulans GBI-30 6086 inoculados na etapa de pasteurização do leite (RPP, n = 7); Requeijão probiótico contendo 

esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculados durante a etapa de fusão (RPF, n = 8); Requeijão probiótico 

contendo esporos de B. coagulans GBI-30 6086 inoculado após a  etapa de fusão (RPAF, n = 8). 
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Dessa maneira, com base nos resultados obtidos para os diferentes parâmetros 

hematológicos e bioquímicos no presente modelo animal, permite inferir que o esporo 

probiótico utilizado é seguro, não tendo causado nenhum processo adverso, inflamatório ou 

sinais que sugiram alergenicidade nos animais testados durante o período do estudo uma vez 

que não houve diferença significativa (p>0,05) entre os diferentes tratamentos. 

 

4. Conclusão 

Os efeitos na saúde, determinados por métodos clássicos e altamente sensíveis com 

biomarcadores moleculares, mostraram que a cepa probiótica Bacillus coagulans GBI30 6086 

foi adequada e segura quando veiculada em requeijão cremoso sob a forma de esporos e 

administrada a ratos Wistar jovens e sadios. Os diferentes tratamentos do requeijão probiótico 

não afetaram a manutenção da homeostase metabólica dos animais estudados. Considerando a 

função que HSP70 possui na proteção contra o estresse, pode se afirmar que a adição dos 

esporos probióticos, em qualquer uma das fases do processamento do queijo, não alterou seus 

níveis nas amostras de sangue dos animais testados, indicando que a cepa probiótica na forma 

de esporos (Bacillus coagulans GBI30 5660) mostrou-se viável e segura na ingestão dessa 

matriz. Portanto, a adição dos esporos na etapa de fusão do requeijão cremoso, facilita o 

processo tecnológico de obtenção do alimento funcional, visto que aumenta a homogenização 

da cepa, evita possíveis recontaminações do produto após processos térmicos e sua ingestão por 

ratos sadios não causa prejuízos à saúde.  
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Resumo 

Modelos matemáticos têm sido cada vez mais aplicados em áreas de ciência e engenharia com 

o intuito de permitir um melhor entendimento do comportamento de sistemas e aumentar sua 

eficácia, explorar novos conceitos teóricos e solucionar problemas práticos. Dessa maneira, 

essa abordagem se torna interessante para investigação da sobrevivência dos micro-organismos 

probióticos quando submetidos a condições similares do TGI. Este trabalho teve como objetivo 

utilizar a modelagem preditiva para determinar a sobrevivência de micro-organismos 

probióticos (Bacillus e Lactobacillus) em condições simuladas do TGI em diferentes matrizes 

alimentícias (requeijão cremoso, pão e suco de laranja) em função do pH. O comportamento 

dos micro-organismos probióticos foram analisados em condições estáticas do TGI. Para cada 

alimento, adicionado de uma única cepa probiótica, foram realizados diferentes ensaios 

empregando-se solução gástrica com pH 1; 2; 3 e 4. Todas as amostras foram mantidas a 37ºC 

sob agitação (150rpm) durante diferentes intervalos de tempo. O modelo de inativação Weilbul 

com cauda (log linear com cauda) de primeira ordem foi utilizado para o ajuste dos dados 

provenientes das contagens (UFC/g ou mL)  de L. paracasei PXN 37. Curvas de inativação e 

valores de taxa de inativação foram obtidas, separadamente, para cada valor de pH e cada matriz 

alimentar em que foi inserido, estimados através da utilização do software GInaFiT®. O efeito 

do pH sobre a taxa de inativação (kmax) foi estimado utilizando-se o modelo de Raíz Quadrada 

de Ratkowsky. Os dados gerados do comportamento do L. paracasei PXN 37 nas condições 

dinâmicas foram comparados com dados da literatura. Não foi realizada modelagem preditiva 

para os esporos de Bacillus probióticos, visto que a população dos mesmos permaneceu estável 

entre início e final da digestão nos pH avaliados nas condições estáticas. O L. paracasei PXN 

37 apresentou cinética de inativação mais significativa no pH 1, onde não manteve as 

concentrações de células viáveis indicadas pela literatura (>6 log UFC/g) nos alimentos 

estudados. A microbiologia preditiva como ferramenta possibilita a triagem de cepas adequadas 

ao melhor ajuste da dose, o emprego de diferentes cepas probióticas pela indústria de alimentos, 

a identificação das condições que inibem/retardam a sua multiplicação, averiguação dos 

limitantes para a vida de prateleira dos alimentos nos quais as cepas foram inseridas e cepas 

com melhor sobrevivência ao passar pelo TGI.  

 

Palavras chaves: microbiologia preditiva, modelos matemáticos, probióticos, condições 

gástricas, inativação. 
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1.  Introdução 

A área de pesquisa de probióticos avançou muito nos últimos anos, estimulada pela 

necessidade da compreensão da função da microbiota humana na saúde e na doença, 

procurando definir táticas eficazes para tornar a microbiota mais saudável (Hill et al., 2014). 

Probióticos são definidos como micro-organismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem benefício para a saúde no hospedeiro (Hiil et al., 2014, 

FAO/WHO, 2001). Esses devem ser administrados regularmente e necessitam ser capazes 

de sobreviver à passagem pelo trato gastrintestinal (TGI) (Hill et al., 2014; Jensen et al., 

2012; Klu & Chen, 2015).  

A matriz alimentícia, agindo como carreadora de micro-organismos probióticos, 

desempenha papel importante na proteção das cepas probióticas às condições deletérias do 

TGI (acidez e sais biliares), bem como fornecem substratos (prebióticos) para que haja 

crescimento e boa colonização no ambiente intestinal, garantindo sua viabilidade e 

consequentes benefícios à saúde (Shori, 2015). Para que um produto seja considerado 

probiótico, a viabilidade de suas células, é um dos critérios pricipais, sendo importante sua 

manutenção desde o processamento à ingestão pelo consumidor (Ranadheera et al., 2010; 

Valerio et al., 2006). Na literatura, concentrações de 106-108 log UFC/g ou ml de produto 

final são relacionadas a efeitos positivos na saúde (Silva et al., 2015). Infelizmente, é 

observado uma gama de alimentos rotulados como probióticos que não atendem a critérios 

mínimos, como conteúdo definido, contagem viável apropriada no final da vida útil e 

evidência adequada para benefício à saúde (Hill et al., 2014). 

Testes convencionais para avaliação da viabilidade da cepa probiótica em alimentos, 

desde o seu processamento ao seu consumo, devem ser obrigatoriamente utilizados. A 

aplicação de testes de resistência às barreiras intestinais e modelos in vivo se agrupam como 

ferramentas complementares e de triagem para avaliação da capacidade dos micro-

organismos probióticos, em um alimento específico, exercerem efeitos funcionais 

(Vinderola, Binetti, Burns, & Reinheimer, 2011). Ensaios de avaliação da sobrevivência às 

condições de estresse do TGI são amplamente utilizados para triar e caracterizar uma cepa 

com potencial probiótico. Estes testes podem ser estáticos ou dinâmicos. O primeiro possui 

a vantagem de ser mais rápido, simples e acessível, porém, não leva em consideração a 

influência da dieta e constituintes não-ácidos da secreção gástrica, além de seu tempo e 

espaço serem variáveis. O segundo, in vitro dinâmico (simulação dos processos biológicos), 

é mais consistente com o teste in vivo, sendo reprodutível e de fácil implementação, além 



173 
 

de ser possível a coleta de amostra em qualquer etapa do processo digestivo. Contudo, a 

maioria destes testes não simulam as interações dos probióticos com a microbiota e são 

mais onerosos em relação ao primeiro. Testes in vivo (animais e seres humanos) são os que 

mais se aproximam das reais condições encontradas em um sistema biológico. Porém ainda 

existem diversas restrições importantes à sua aplicação relacionadas às questões éticas e 

financeiras, entre outros motivos (Roy, Laval, & City, 2011). 

Na microbiologia preditiva, o estudo da multiplicação ou morte microbiana em relação 

a fatores ambientais é expresso em equações matemáticas que permitem a predição do 

comportamento de micro-organismos e estimativa da população em alimentos (Alvarenga 

2008; Zwietering et al., 1991; McMeekin et al., 2002; Janssen et al., 2007; McMeekin et 

al., 2008). A modelagem preditiva tem sido empregada em algumas espécies de bactérias 

ácido-lácticas (BAL), consideradas micro-organismos indesejáveis em alguns alimentos 

(Devlieghere et al., 1998, Rodrigo et al., 2003; Gómez et al., 2005; Kilimann et al., 2005; 

Altieri et al., 2008). Mais recentemente, tem sido investigada a sobrevivência de cepas 

probióticas deste grupo em alimentos, aplicando a microbiologia preditiva afim de se 

determinar o tempo de vida de prateleira dos mesmos (Cruz et al., 2010; Dorota et al., 2014; 

Slačanac et al., 2013). Dessa maneira, essa abordagem se torna interessante para 

investigação da sobrevivência dos micro-organismos probióticos quando submetidos a 

condições similares do TGI. Os dados gerados possibilitam a triagem de cepas adequadas 

ao melhor ajuste da dose, o emprego de diferentes cepas probióticas pela indústria de 

alimentos, a identificação das condições que inibem/retardam a sua multiplicação, 

averiguação dos limitantes para a vida de prateleira dos alimentos nos quais as cepas foram 

inseridas e melhor sobrevivência de uma cepa em determinada matriz e sob as condições 

do TGI. Assim, os resultados advindos dos ensaios propiciam economia de tempo e redução 

da necessidade da realização de testes in vitro, que oneram a sua aplicação. 

Dado o exposto, este trabalho teve como objetivo utilizar a modelagem preditiva para 

determinar a sobrevivência de micro-organismos probióticos (Bacillus e Lactobacillus) em 

condições simuladas do TGI em diferentes matrizes alimentícias (requeijão cremoso, pão e 

suco de laranja) em função do pH. 
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2. Metodologia  

2.1.Cepas probióticas  

As cepas probióticas Lactobacillus paracasei PXN 37, Bacillus coagulans GBI-30 6086 e 

Bacillus coagulans MTCC 5856 liofilizadas (DVS) foram inoculadas na concentração de 106 a 

108UFC ou esporos/g ou mL nas matrizes alimentares. As duas primeiras foram inoculadas no 

requeijão cremoso e suco de laranja e a última, foi inoculada somente no pão, a fim de simular 

a ingestão de uma refeição completa e com diferentes composições nutricionais e físico-

químicas. 

 

2.2.Matrizes probióticas 

i. Requeijão Cremoso 

O requeijão cremoso foi processado utilizando-se leite pasteurizado semi-desnatado tipo A 

(Xandô, São Paulo, SP, Brasil), creme de leite pasteurizado com 35% de teor de gordura 

(Atilate, Itatiba, SP, Brasil), ácido láctico com 85% de pureza (Dinâmica, São Paulo, SP, 

Brasil), cloreto de sódio (NaCl) (Dinâmica, São Paulo, SP, Brasil), sal fundente JOHA S9 (ICL 

Food Specialties, São Bernardo do Campo, SP) e sorbato de potássio (Dinâmica, São Paulo, 

SP, Brasil). Um total de 42 litros de leite e 8 litros creme de leite foram adquiridos no comércio 

local da cidade de Campinas (SP, Brasil). 

Para o processamento do requeijão cremoso, o creme de leite (v/v), o NaCl (m/m), o sal 

fundente (m/m) e a água destilada (v/v) foram adicionados, respectivamente, na proporção de 

37, 1,5, 1,5 e 20% em relação à massa básica. O leite foi aquecido à temperatura de 70ºC e, em 

seguida, o ácido láctico (0,28% v/v) foi adicionado, mantendo-se agitação lenta e contínua até 

sua completa homogeneização. Posteriormente, esta mistura foi mantida em repouso por 30 

minutos para precipitação da massa (coagulação ácida a quente). Em seguida, foi realizada a 

etapa de dessora com auxílio de peneiras de tecido e lavagem com água destilada esterilizada 

gelada até que a massa atingisse o valor de pH correspondente a 5,2. Finalmente, a massa foi 

prensada e refrigerada overnight. Após a pesagem dos ingredientes, foram adicionados à massa 

fresca triturada o sal fundente e o NaCl; a seguir, a mistura foi submetida a aquecimento (90ºC) 

até completa fusão. Posteriormente, foram adicionados creme de leite e água, com manutenção 

da temperatura durante 5 minutos. O conservante sorbato de potássio foi utilizado na proporção 
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de 1g/Kg de produto, adicionado após a fusão do requeijão cremoso, quando o produto foi 

resfriado e a temperatura de 70ºC foi atingida. As cepas pertencentes ao gênero Lactobacillus 

foram ativadas em leite em pó desnatado (Molico, Nestlé, Brasil), previamente esterilizado em 

autoclave (Fabbe Primar Industrial Ltda, Modelo 146, São Paulo, Brasil) (121ºC/15 min), e 

posteriormente reconstituído a 12%, m/v) a 37ºC/2 h.  Foi preparada uma matriz láctea para 

cada micro-organismo probiótico testado. Os micro-organismos probióticos (L. paracasei PXN 

37 e B. coagulans GBI-30 6086) foram inoculados, separadamente, na massa fundida, após o 

requeijão cremoso atingir a temperatura de 50ºC, durante a etapa de resfriamento. Finalmente, 

realizou-se o envase do requeijão cremoso a quente utilizando-se potes plásticos com 

capacidade para 100 mL, previamente sanitizados com solução de hipoclorito de sódio 200 

ppm. O valor médio do pH do produto final correspondeu a 5,97 e este foi estocado à 

temperatura de 6°C por 45 dias.  

 

ii. Suco de laranja 

O suco de laranja foi preparado a partir de suco de laranja concentrado (70º Brix) 

pasteurizado, proveniente de uma empresa localizada no Estado de São Paulo. Para o preparo, 

o suco foi diluído com água destilada estéril para obtenção de 11ºBrix. Após a diluição do suco 

concentrado, pasteurizou-se o suco à temperatura de 105ºC durante 10 minutos em autoclave 

(Fabbe Primar Industrial Ltda, Modelo 146, São Paulo, Brazil), sendo, a seguir, resfriado em 

banho de gelo. Foi preparada uma matriz para cada micro-organismo probiótico testado. As 

cepas probióticas foram adicionadas (L. paracasei PXN 37 e B. coagulans GBI-30 6086), 

individualmente, às amostras de suco de laranja após resfriamento. Posteriormente, alíquotas 

do suco de laranja (200 mL) foram acondicionadas em frascos de vidro previamente 

esterilizados e mantidos à temperatura de 6ºC por 7 dias (simulação da estocagem do suco de 

laranja pasteurizado refrigerado). O valor médio do pH do produto correspondeu a 4,15. 

 

iii. Pão 

Para o preparo do pão, foram utilizados como ingredientes farinha de trigo branca, fermento 

biológico seco, açúcar cristal, glúten, sal, óleo de soja e propionato de cálcio, os quais foram 

doados por empresa de panificação do estado de São Paulo. A formulação (m/m) utilizada 

consistiu em 55% de farinha de trigo branca, 3,8% de fermento biológico seco, 34,1% de água 
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estéril, 3,3% de açúcar cristal, 0,5% de glúten, 1,1% de sal iodado, 2,2% de óleo de soja e 0,15% 

de propionato de cálcio. Os ingredientes secos foram misturados primeiramente, exceto o 

açúcar e o fermento biológico, os quais foram homogeneizados em água e mantidos à 37ºC/1h 

(formação da “esponja”, responsável pela textura, sabor e aroma característicos do produto 

final). Posteriormente, foram adicionados o óleo de soja e a “esponja” aos ingredientes secos e 

esses foram misturados manualmente até a obtenção de uma massa homogênea e solta. A massa 

do pão, por sua vez, foi inoculada somente com a cepa B. coagulans MTCC 5856, antes da 

etapa de forneamente do produto, para se obter melhor homogeneização do inóculo. Após a 

produção da massa, fez-se a moldagem dos pães e os mesmos foram colocados em estufa a 

40ºC/1h para fermentação e, a seguir, levados ao forno (Tron, Catanduva, Brazil) para serem 

assados (180ºC/20 minutos). O pH médio dos pães foi de 5,71. Os pães foram acondicionados 

em sacos plásticos vedados e armazenados à temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC) 

por 7 dias. 

 

2.3. Preparo das soluções simuladas do TGI estático 

A solução gástrica para os testes estáticos  consistiu de 6,2g NaCl/L; 2,2g KCl/L; 0,3g 

CaCl2/L; 600U/ml de pepsina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 37,5U/ml de lipase 

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). O pH dessa solução variou entre 1,0 e 4,0. A 

correção dos valores de pH foi realizada com o emprego das soluções de HCl 1M e NaOH 1M. 

 

2.4. Enumeração das cepas probióticas 

A enumeração dos micro-organismos probióticos foi realizada conforme metodologia 

recomendada para cada cepa, de acordo com instruções das empresas fabricantes das culturas, 

com adaptações. Para L. paracasei PXN 37 utilizou-se o meio MRS Ágar(Merse, Campinas-

SP) e incubação a 30ºC/72h, em atmosfera de aerobiose. Para B. coagulans MTCC 5856, 

utilizou-se o meio formulado Ágar glicose extrato de levedura (GYEA – Extrato de levedura 

(Oxoid), D-glicose (Dinâmica), peptona (Acumedia, Lansing, USA) (5g.L-1); fosfato de 

potássio monobásico (Dinâmica), fosfato de potássio dibásico (Dinâmica) (0,5g.L-1), sulfato de 

magnésio (Dinâmica) (0,3g.L-1); sulfato de manganês (Dinâmica) (0,01g.L-1); NaCl (Dinâmica) 

(0,01g.L-1); ágar bacteriológico (Inlab) (15g.L-1); sulfato de zinco (Dinâmica) (1,6mg.L-1); 

sulfato de cobalto 7H2O (Dinâmica) (1,6mg.L-1); sulfato de cobre 5H2O (Dinâmica) (1,6mg.L-

https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
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1) e incubação a 37ºC/72h em condições aeróbias, enquanto que para B. coagulans GBI-30 6086 

utilizou-se meio formulado Ágar Glicose Extrato de Levedura (BC- Extrato de levedura 

(Oxoid) (5g.L-1), D-glicose (Dinâmica) (5g.L-1), peptona (Acumedia, Lansing, USA) (5g.L-1); 

fosfato de potássio monobásico (Dinâmica) (0,5g.L-1), fosfato de potássio dibásico (Dinâmica) 

(0,5g.L-1), sulfato de magnésio (Dinâmica) (0,3g.L-1); ágar bacteriológico (Inlab) (15g.L-1); 

solução de minerais ( 1ml.L-1 - sulfato de manganês (Dinâmica) (16mg.mL-1); NaCl (Dinâmica) 

(10mg.mL-1); sulfato de zinco (Dinâmica) (1,6mg.mL-1); sulfato de cobalto 7H2O (Dinâmica) 

(1,6mg.mL-1); sulfato de cobre 5H2O (1,6mg.mL-1); sulfato de ferro 7H2O (Dinâmica) 

(18mg.mL-1) e incubação a 40ºC/48h em condições aeróbias.  Para a enumeração de esporos 

das cepas de Bacillus foi utilizado um choque térmico realizado a 80ºC/10 minutos, seguido de 

resfriamento em banho de gelo. Os resultados das contagens dos micro-organismos probióticos 

foram expressos em UFC ou esporos/g ou mL. Os fatores Bias e Exatidão foram calculados 

para averiguar o quão adequado estão os valores observados em relação aos preditos pelo 

modelo utilizado. 

 

2.5.Modelagem matemática em sistema estático do TGI 

2.5.1. Estimativa dos parâmetros de inativação dos micro-organismos probióticos no 

sistema estático do TGI. 

O comportamento dos micro-organismos probióticos foram analisados em condições 

estáticas do TGI. Após inoculação das matrizes alimentares, foi preparada uma amostra de 25g 

de cada alimento para cada 100mL de solução gástrica, respeitando-se a proporção de 1:5 (m/v), 

com o intuito de simular um processo de digestão real.  

Para cada alimento, adicionado de uma única cepa probiótica, foram realizados diferentes 

ensaios empregando-se solução gástrica com pH 1; 2; 3 e 4. O mesmo foi realizado para um 

controle da cepa pura com solução gástrica, para avaliar da melhor maneira a influência da 

matriz nos resultados. Os esporos de Bacillus avaliados foram expostos somente à pH 1 e 1,5, 

visto que essas cepas possuem maior resistência as condições do TGI do que em bactérias ácido-

láticas, não sendo necessária a avaliação de seu comportamento em pH gástrico com valores 

acima de 2. Todas as amostras foram mantidas a 37ºC sob agitação (150rpm; Schaker, marca 

New Brunswick, modelo G24, NJ, USA) durante diferentes intervalos de tempo. 
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O tempo de exposição das cepas inseridas nas matrizes estudadas, juntamente com a solução 

gástrica simulada, variou de acordo com o valor do pH, sendo de 60h para pH1, 150 horas para 

pH 2 e 3, e 220 horas para pH 4, para os experimentos realizados com L. paracasei PXN 37. 

Os esporos de Bacillus foram expostos a pH 1 por 30 minutos e pH 1,5 por 40 min. 

Durante o tempo de digestão avaliado, para cada condição avaliada, foram coletados no 

mínimo oito pontos (amostras) para construção das curvas de sobrevivência dos micro-

organismos probióticos. Essas alíquotas foram diluídas e semeadas nos meios de cultivo 

seletivos, conforme descrito no item 2.4. Estes experimentos foram realizados como duplicatas 

genuínas. 

 

2.5.2. Modelo matemático primário 

O modelo de inativação Weilbul com cauda (log linear com cauda) de primeira ordem 

(Equação 1) foi utilizado para o ajuste dos dados provenientes das contagens (UFC/g ou mL) 

de L. paracasei PXN 37 obtidas versus tempo de exposição às condições gástricas simuladas 

do TGI. Curvas de inativação e valores de taxa de inativação foram obtidas, separadamente, 

para cada valor de pH e cada matriz alimentar em que foi inserido, estimados através da utili-

zação do suplemento GInaFiT®, um add-in do Excel® (Geeraerd et al, 2005). Os parâmetros 

coeficiente de determinação (R2) e a raiz do erro quadrático médio (RMSE - Root Mean of 

Square Error) foram utilizados para se avaliar a qualidade do ajuste. Além dos parâmetros ob-

tidos, representações gráficas, apresentando os resultados obtidos experimentalmente e os esti-

mados pelos modelos matemáticos, possibilitaram a averiguação da qualidade do ajuste. So-

mente os ajustes com R2> 0,90 foram considerados. Não foi realizada modelagem preditiva 

para os esporos de Bacillus probióticos, visto que a população dos mesmos permaneceu estável 

entre início e final da digestão nos pH avaliados nas condições estáticas. A Equação 1 repre-

senta o modelo primário de inativação utilizado. 

  

 (1) 

 (2)  
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Equação 1: Onde Nt/N0 representa taxa de redução decimal no tempo t, N0 a população inicial 

microbiana, Nt a densidade populacional no tempo t, Nres a concentração residual do 

contaminante, δ é conhecido como o tempo necessário para se atingir a primeira redução 

decimal de uma população e p indica o padrão de curvatura. Quando p> 1, a curva assume 

um padrão convexo, e quando p<1, padrão côncavo. No caso de p = 1, a curva descreve um 

padrão linear de primeira ordem (Mafart et al., 2002, Albert e Mafart, 2005).  

 

2.5.3. Validação dos experimentos nas condições estáticas 

Após o desenvolvimento de modelos preditivos com base nos dados experimentais, foi 

realizada a etapa de validação dos ensaios estáticos. Os experimentos como descrito no item 

2.5.1. foram repetidos para a cepa probiótica L. paracasei PXN 37 pura e adicionadas ao 

requeijão cremoso e suco de laranja, expostas à solução gástrica  utilizando faixa de pH nos 

valores de 1,5; 2,5 e 3,5. Os fatores Bias e Exatidão foram calculados através dos valores 

preditos e observados no experimento como descrito por Ross (Ross, 1996). 

 𝐵𝐼𝐴𝑆 = 𝐿𝑜𝑔 (√𝑘𝑚𝑎𝑥 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑡𝑜 ÷ √𝑘𝑚𝑎𝑥 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜) 

 

 

2.5.4. Modelo matemático secundário 

O efeito do pH sobre a taxa de inativação (kmax) foi estimado utilizando-se o modelo de Raíz 

Quadrada de Ratkowsky et al. (1982) (Equação 2). O modelo foi gerado através dos valores de 

taxa de inativação estimados em relação aos diferentes pH estudados nas diferentes matrizes, 

após ajuste do modelo Weibull com cauda aos dados de contagem das cepas de L. paracasei 

PXN 37 em função do tempo. 

 

)(Kmax 0pHpHb 
                                         (Equação 2) 

Onde: Kmax é a raíz quadrada da taxa máxima de inativação, b é a inclinação da 

regressão linear, pH é o pH da solução gástrica e pH0 é o pH conceitual mínimo para 

inativação microbiana. 
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2.6. Modelagem matemática em Sistema Dinâmico do TGI 

2.6.1. Micro-organismos probióticos 

A cepa probiótica L. paracasei PXN 37 foi inoculada na concentração de 107 a 108 log 

UFC/g ou mL no requeijão cremoso e no suco de laranja e avaliada em diferentes proporções 

dos alimentos em relação a solução gástrica (1:5 e 3:5). 

 

2.6.2. Simulador do trato gastrintestinal 

Os experimentos foram realizados em um Sistema Simulador de Digestão Dinâmica (Figura 

1), com modificações, baseado nos sistemas dinâmicos citados por Alander (1999), Adouard 

(2015), Curto (2011); Helbig (20013), Manville (2005), Martinez (2011) e Vardakou (2011).  

O sistema foi composto por três vasilhames de vidro, mantidos em banho maria a 37ºC, bombas 

peristálticas (Masterflex), pHmetro portáteis (Kasvi, Atuba, Curitiba, Brasil) e placas 

agitadoras (Kasvi, Atuba, Curitiba, Brasil). 

                                                                

 

Figura 1. Sistema simulador do trato gastrintestinal dinâmico. (A) Parte frontal do sistema; (B) digestor 

individual para adição das soluções intestinal mais alimentos; (C) Visão posterior do sistema e (D) Visão 

lateral do sistema. 

 

A B 

C D 
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A assepsia do sistema foi realizada através da higienização das mangueiras empregando-se 

100 ml (cada) de solução de Dodigen 1%, por duas vezes. Após essa etapa, o dispositivo foi 

enxaguado com bombeamento de água destilada esterilizada, cujo processo foi repetido por 

duas vezes. Para a etapa de sanitização, foram aplicados 100 ml de ácido peracético a 0,3%, por 

duas vezes e, finalmente, o último enxágue foi realizado com utilização de água esterilizada, 

cujo processo também foi repetido duas vezes. Os biodigestores e demais materiais utilizados 

para análise foram autoclavados a 121ºC/15 min. As análises foram realizadas em ambiente 

isolado, limpo e sanitizado com dodigen 1% e álcool 70%. As amostras dos pontos da digestão 

foram coletadas próximas ao bico de Bunsen. 

As soluções simuladas gástricas e entéricas foram preparadas de acordo com Minekus et al 

(2014), Martinez (2011) e Curto (2011) com adaptações. Dessa maneira, a solução gástrica 

simulada foi composta por Cloreto de Sódio (NaCl) 47,2mmol, Cloreto de Potássio (KCl) 

6,9mmol, Hidrogeno Fosfato de Potássio (KH2PO4) 0,9mmol, Cloreto de Magnésio hexa-

hidratado (MgCl2(H2O)6) 0,1 mmol, Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) 25mmol,  Cloreto de 

Cálcio (CaCl2) 0,3g/L, pespina 600U/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e lipase 

37,5U/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). As soluções duodenal e jejunal foram 

compostas por Cloreto de Sódio (NaCl) 38,4mmol, Cloreto de Potássio (KCl) 6,8mmol, 

Hidrogeno Fosfato de Potássio (KH2PO4) 0,64mmol, Cloreto de Magnésio hexa-hidratado 

(MgCl2(H2O)6) 0,33 mmol, Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) 85mmol, Cloreto de Cálcio 

(CaCl2) 0,37g/L, pancreatina 0,9g/L (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e bile 6g/L 

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). 

Os compartimentos que simulam o estômago, duodeno e jejuno foram preenchidos com 

400ml de solução gástrica, 200ml de solução duodenal e 100ml de solução jejunal (propoção 

1:5) e 200ml de solução gástrica, 100ml de solução duodenal e 50ml de solução jejunal 

(proporção 3:5), de acordo com o volume máximo que o digestor comportava em relação à 

proporção dos fluidos digestivos em contato com os alimentos testados. A cada 10 minutos, foi 

realizada a homogeneização dos fluidos simulados na presença dos alimentos através do 

emprego de uma barra magnética (previamente autoclavada) mantida em velocidade constante, 

simulando-se o movimento peristáltico in vivo do TGI. 

A vazão de cada bomba peristáltica foi ajustada para cada matriz e proporção. O sistema 

digestor foi alimentado com uma vazão de 100ml/20min e a digestão foi simulada em um 

processo dinâmico. O requeijão cremoso e o pão foram diluídos na proporção de 1:10 com 

https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=606&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwi-__aa8N7KAhVCIJAKHW-cC0IQmxMIhQEoATAP
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intenção de facilitar a passagem do alimento pelas mangueiras de polipropileno conectivas dos 

compartimentos do sistema dinâmico. 

Os tempos de digestão e residência do alimento nos compartimentos com solução gástrica, 

duodenal e jejunal foram, respectivamente, de 90min/45min, 120min/60min e 120min/60min, 

respectivamente, sendo o tempo total do processo de digestão de cada matriz estabelecido em 

5,5h. As soluções gástricas, duodenal e jejunal foram ajustadas, respectivamente, para valores 

de pH 2,0, 5,0 e 7,0, sendo a primeira mantida no intervalo de pH 2,0 a 3,0 após entrada 

completa do alimento. Os valores de pH das soluções adicionadas do alimento foram corrigidos 

manualmente utilizando-se soluções de HCl 1M e NaOH 1M. 

Durante o processo de digestão simulado, um total de 8 pontos foram coletados a partir do 

homegenizado dos alimentos em presença das soluções digestivas, em cada um dos 

compartimentos analisados. Essas amostras foram utilizadas para determinação da 

sobrevivência dos probióticos.  

 

2.6.3. Modulagem matemática e Validação nas condições dinâmicas do TGI 

Os dados gerados do comportamento do L. paracasei PXN 37 nas condições dinâmicas 

foram comparados e validados com dados da literatura (validação externa) (Clark, 1993; 

Lennard-Jones & Babouris, 1965; Lennard-Jones, 1968) para condições similares do TGI, 

utilizando o modelo secundário de raiz quadrada gerado nos testes estáticos. Os fatores Bias e 

Exatidão não foram aplicados nessa etapa do trabalho. 

 

2.7. Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos à Análise de variância (ANOVA), seguida de teste 

de Skott-Knott (Granato et al., 2014, Nunes et al., 2015) e Teste T. O software estatístico 

utilizado foi o Assistat versão 7.5 (Campina Grande, Brazil) (Silva; Azevedo, 2002).  
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3. Resultados e Discussão 

3.1. Viabilidade das cepas probióticas nas matrizes 

Os resultados de viabilidade das cepas probióticas estudadas no sistema simulado do TGI 

estático estão indicadas na Tabela 1 e 2. Os esporos probióticos dos Bacillus foram utilizados 

na concentração de 6 log esporos/g ou mL. Já os L. paracasei PXN 37 foram inoculados na 

dosagem de 7-8log UFC/g ou mL.  

 

Tabela 1: Viabilidade dos esporos probióticos de Bacillus no início (T0) e no final (Tf) da fase gástrica 

simulada expostos a diferentes valores de pH e matrizes alimentar.  

 Suco de Laranja Requeijão cremoso Pão 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

pH 1* 5,07a±0,45 5,21a±1,00 5,63a±0,18 5,35a±0,30 5,11a±0,32 5,00a±0,70 

pH 1,5** 5,42a±0,67 5,19a±0,94 5,58a±0,10 6,19a±0,33 4,90a±0,07 3,96a±0,79 

*exposição por 30 min. **exposição por 40 min. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) 

entre as diferentes condições de pH em uma mesma matriz no inicio ou final da digestão gástrica, pelo Teste T. 

 

As populações de esporos de B. coagulans GBI-30 6086 diminuiram menos de 1 ciclo log 

e mantiveram estáveis (p>0,05) ao final da digestão gástrica simulada nos valores de pH 

estudados no suco e no requeijão cremoso (Tabela 1). Nas amostras de de pão, as populações 

de B. coagulans MTCC 5856 no tempo inicial da digestão já apresentavam redução de 

aproximadamente 1 ciclo log após a etapa de forneamento da matriz. Posteriormente, houve, a 

redução de mais 1 ciclo log nas amostras submetidas ao pH 1,5/40 min, apresentando contagens 

de 3,96±0,79 log esporos/g. Não foi realizado testes em valores de pH 2, 3 e 4 para os esporos 

de Bacillus, visto que o objetivo do trabalho avaliar o comportamento desses micro-organismos 

em condições de estresse mais intensas, devido a sua resistência intríseca. 

Os resultados expressos na Tabela 2 indicam a sensibilidade da cepa L. paracasei PXN 37 

ao pH 1 nas 3 matrizes estudadas (p<0,05), não conseguindo manter viável sua população ao 

final do processo de digestão gástrica. O mesmo não foi encontrado para o meio com pH 2, 3 e 
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4, mesmo expostos por tempo prolongado (60 a 220 horas), mantendo concentrações acima de 

6 log UFC/g ou mL do produto. 

 

Tabela 2. Viabilidade de L. paracasei PXN 37 no início (T0) e no final (Tf) da fase gástrica simulada 

expostos a diferentes valores de pH e matrizes alimentar. 

 Suco de Laranja Requeijão cremoso Cepa Pura 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

pH 1* 7,78a±0,52 1,26b±0,93 7,05a±0,05 4,04b±0,08 7,37a±0,01 0,77b±0,10 

pH 2** 8,38a±0,25 6,54a±0,17 8,53a±0,34 7,77a±0,69 7,54a±0,48 7,34a±0,30 

pH 3** 8,38a±0,72 7,31a±1,07 8,23a±0,39 8,27a±0,72 8,02a±0,08 6,76a±0,62 

pH 4** 8,13a±0,03 7,37a±0,13 8,23a±0,43 7,24a±0,32 8,12a±0,52 6,76a±0,76 

*exposição por até 60h. **exposição por até 220h. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) 

entre as diferentes condições de pH em uma mesma matriz no inicio ou final da digestão gástrica, pelo Teste T. 

 

3.2.Comportamento dos esporos probióticos de B. coagulans GBI-30 6086 e B. 

coagulans MTCC 5856 durante o processo simulado de digestão estática 

A contagem dos esporos dos Bacillus probióticos inoculados no pão, requeijão cremoso e 

suco de laranja, permanaceu estável durante o tempo de exposição à solução gástrica simulada 

em diferentes valores de pH (Figura 1). Esse comportamento indica a grande resistência dos 

esporos às condições do TGI no intervalo de tempo estudado, não havendo redução significativa 

(p>0,05) em nenhuma das matrizes probióticas estudadas que pudesse indicar inativação ou 

germinação dos esporos. 

 Dessa maneira, não foi possível gerar curvas de crescimento ou inativação para esse grupo 

de micro-organismos, e consequentemente parâmetros de modelo primário e modelo 

secundário para as condições estáticas do TGI. 

A maior resistência dos esporos às condições de variação de pH e presença de enzimas 

digestivas permite que eles cheguem viáveis ao intestino delgado e sejam capazes de colonizá-
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lo temporariamente para promover seus benefícios (Jesen et al., 2010). Os esporos são estrutu-

ras de dormência bacteriana, com resistência à condições ambientais desfavoráveis (pH, falta 

de nutrientes, etc) muito superior às células vegetativas. A presença de uma dupla camada ex-

terna, ausência de atividades biossintéticas e desidratação da célula permite que os esporos se-

jam extremamente resistentes ao calor, acidez, pressão, desidratação e irradiação (Madigan; 

Martinko e Parker, 2004). No momento em que esses esporos se encontram em um ambiente 

mais propício, o processo de germinação pode se iniciar e as células voltam ao seu estado ve-

getativo. Em estudo utilizando Bacillus coagulans GBI 30 no sistema dinâmico TIM 1, foi 

observada boa sobrevivência do probiótico esporulado (Maathuis et al., 2010), corrobando com 

os dados encontrados no presente estudo para a mesma cepa esporulada probiótica.  
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(C) 

 

Figura 2. Comportamento dos esporos probióticos inoculados em diferentes matrizes alimentícias: (A) 

pão (B. coagulans MTCC 5856); (B) suco de laranja (B. coagulans GBI-30 6086) e (C) requeijão 

cremoso (B. coagulans GBI-30 6086) em solução gástrica em diferentes valores de pH em relação ao 

tempo de digestão. 

 

A utilização de probióticos esporulados em diferentes tipos de alimentos teve a intenção de 

representar a influência da composição nutricional e estado físico dos alimentos na viabilidade 

da cepa probiótica durante o contato com as enzimas digestivas. Além disso, buscou-se a 

avaliação da viabilidade desses micro-organismos probióticos, através da análise de 

sobrevivência a processamentos distintos das matrizes com etapas estressantes à cepa em estudo 

e em seguida, o estresse causado pelos fluidos simulados da digestão. Esta abordagem seria 

uma representação mais próxima à realidade, quando se pensa em produção e consumo de 

alimentos probióticos. Mesmo sendo matrizes com composições diferentes, as mesmas tiveram 

o mesmo impacto de proteção aos esporos probióticos ao serem testados frente às condições 

simuladas do trato gastrintestinal, resultando em uma contagem final entre 5-7 log esporos/g 

ou mL. 
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3.3. Comportamento de L. paracasei PXN 37 durante o processo simulado de digestão 

estática 

A cepa probiótica L.  paracasei, utilizada nesse estudo, apresentou comportamento distinto 

dos esporos de Bacillus ao serem colocados em contato com os fluidos simulados da trato 

gastrintestinal durante o tempo (Tabela 2). Quando inoculado em suco de laranja, o L. 

paracasei não sobreviveu nas condições gástricas (pH=1), tendo suas contagens menores que 

o limite de quantificação do método e significamente mais baixas (p<0,05) que as encontradas 

para pH 2, 3 e 4. Esse fato pode ter ocorrido devido à alta acidez do meio em que o micro-

organismo foi exposto, prejudicando assim, sua sobrevivência. Porém, a cepa foi capaz de se 

manter viável quando exposta a valores mais altos de pH (Tabela 2). O mesmo pode ser 

observado quando inoculada no requeijão cremoso e à solução gástrica puramente (Tabela 2). 

As curvas de inativação, obtidas pelo software GInaFit® podem ser visualizadas nas Figuras 

3 e 4. Para as condições de pH 2 (suco de laranja) e pH 3 (requeijão cremoso), as contagens 

encontradas não ajustaram a nenhum modelo preditivo, visto que houve pouca redução das 

populações de L. paracasei PXN 37 (Tabela 1), mantendo sua viabilidade acima de 6 log UFC/g 

ou mL, nessas condições e alimentos, porém com grande variabilidade ao longo da etapa 

gástrica da digestão simulada do TGI. 

O processo de digestão estática empregado simula adequadamente as mudanças no pH no 

estômago, porém com o emprego de tempo acima do que seria uma digestão real, pois o estudo 

tem como intuito avaliar a cinética de sobrevivência dos micro-organismos probióticos em 

estudo. No pH 1, em ambas matrizes alimentar estudadas, as populações da cepa probiótica 

foram reduzidas (6,53 log UFC/mL no suco e 3,01 log UFC/g no requeijão cremoso) (Figura 

3). 
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Figura 3. Cinética de inativação de L. paracasei PXN37 em solução gástrica pura e inoculados em suco 

de laranja e requeijão cremoso, pH 1. 

 

Mesmo que as contagens da cepa probiótica em estudo apresentaram bom ajuste para os 

modelos de inativação Log Linear com cauda para as condições de pH 3 (suco de laranja) e pH 

4 (requeijão cremoso), essas obtiveram pequena redução das suas populações 

(aproximadamente 1 log UFC), encontrando-se no final da digestão gástrica com concentrações 

acima de 7 log UFC/mL como indicado para conseguir seus efeitos benéficos à saúde ao 

colonizar o intestino (Figura 4). A quantidade e o tipo de matrizes alimentares ingeridas em 

uma refeição real tem grande influência no comportamento dos probióticos no TGI. Esses 

alimentos, devido sua capacidade tamponante, fazem com que o  pH do estômago não diminua 

suficientemente para inativar a cepa probiótica (Ranadheera, Baines e Adams, 2010).  

Tais ensaios, onde as cepas são expostas a diferentes valores de pH são de extrema valia, 

uma vez que o pH do estômago pode variar de acordo com a matriz que se ingere. A digestão 

dos alimentos também é influenciada pelos componentes dos alimentos, permitindo maior ou 

menor velocidade de esvaziamento gástrico (Mourão e Bressan, 2009), afetando diretamente o 

tempo de permanência das células probióticas em contato com os fluidos gástricos. 

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

0 10 20 30 40 50 60 70

lo
g

1
0

(N
)

Tempo (horas)

mensurado Cepa Pura Cepa Pura

mensurado Suco de Laranja Suco de Laranja

mensurado Requeijão cremoso Requeijão Cremoso



189 
 

 

 

Figura 4. Cinética de inativação de L. paracasei PXN37 em solução gástrica pura, e adicionada de 

suco de laranja e requeijão cremoso em diferentes pH. 

 

Os parâmetros cinéticos de inativação do L. paracasei no suco de laranja e no requeijão 

cremoso estão representados na Tabela 3 e foram estimados considerando o pH de cada matriz. 
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Tabela 3. Estimativa dos parâmetros cinéticos de inativação (média±desvio padrão) de L. paracasei PXN37 em solução gástrica pura e inoculados 

em diferentes matrizes e pH pelo modelo de Weibul com cauda. 

• - não examinada.

 Suco de Laranja  Requeijão Cremoso  Cepa Pura 

pH Κmax log10 

(N_res) 

log10 

(N0) 

R2 

ajustado 
 Κmax log10 

(N_res) 

log10 

(N0) 

R2 
ajustado 

 Κmax log10 

(N_res) 

log10 

(N0) 

R2 
ajustado 

1 1,38±0,05 0,68±0,05 7,78±0,11 0,9983  1,50±0,49 3,19±0,19 7,05±0,38 0,9442  1,61±0,28 1,31±0,23 7,33±0,51 0,9506 

2 - - - -  0,27±0,37 7,66±0,15 8,55±0,52 0,0629  0,61±0,33 6,42±0,10 7,54±0,23 0,7568 

3 0,21±0,07 7,00±0,08 8,38±0,17 0,8773  - - - -  0,25±0,12 6,43±0,17 8,41±0,47 0,5042 

4 0,03±0,01 7,41±0,03 8,13±0,04 0,9799  0,03±0,01 7,44±0,05 8,19±0,06 0,9543  0,02±0,01 7,03±0,70 8,47±0,20 0,7912 
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O perfil de pH do procedimento experimental neste estudo correspondeu a uma situação 

real. A passagem intacta de micro-organismos probióticos pelo estômago é de extrema 

importância, visto que sua viabilidade ao chegar no intestino é pré-requisito para promoção dos 

benefícios à saúde. No presente estudo, a cepa probiótica apresentou populações baixas (<1 

ciclo log UFC/mL) no pH 1. Porém tem boa viabilidade nos outros valores de pH estudados, 

simulados para a fase gástrica (pH 2, 3 e 4), os quais se aproximam mais dos valores reais do 

ambiente gástrico. Comportamento semelhante à cepa em estudo foi avaliado por um estudo 

com os patógenos Salmonela, Escherchia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes em 

diferentes valores de pH da solução gástrica em que houve inativação dos mesmos ao longo do 

tempo (250min) (Koseki, Mizuno e Sotone, 2011) em valores de pH mais baixos. Outro estudo 

realizado com a espécie L. paracasei, avaliou a presença de suas populações em pH ácidos com 

a proteção contra colonização de  micro-organismos patogênicos, principalmente Helicobacter 

pylori, ao aderirem à mucosa gástrica competindo sítios e nutrientes (Lesbros-Pantoflickova, 

Corthésy-Theulaz e Blum, 2007), o que abre a possibilidade dessa cepa ter potencial probiótico 

para saúde gástrica. 

A geração do modelo secundário para a taxa de inativação (kmax) foi realizada com sucesso 

utilizando um modelo de raiz quadrada do pH e kmax (Ratkowsky et al., 1982), que se encontra 

na equação abaixo. 

 𝑦 =  √𝑘𝑚𝑎𝑥 = −037 ∗ (𝑝𝐻 − 4,34) (Equação 2), onde o pH max = 4,34. 

 

Os parâmetros cinéticos são diretamente dependentes dos fatores ambientais, como 

temperatura, pH e atividade de água, os quais são os mais importantes para a cinética de 

inativação ou multiplicação de micro-organismo (Miller et al., 2004). A influência do pH sobre 

o parâmetro cinético de inativação (𝐾𝑚𝑎𝑥) está representado na Figura 5. 

http://jn.nutrition.org/search?author1=Drahoslava+Lesbros-Pantoflickova&sortspec=date&submit=Submit
http://jn.nutrition.org/search?author1=Ir%C3%A8ne+Corth%C3%A9sy-Theulaz&sortspec=date&submit=Submit
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Figura 4. Efeito do pH na taxa máxima de inativação (Kmax) de L.paracasei PXN 37 nos fluidos 

simulado gástrico. 

 

A cinética de inativação da cepa probiótica em cada matriz alimentar foi evidentemente 

dependente do pH, uma vez que um pH mais baixo resultou numa inativação mais rápida. As 

relações entre o pH e a Kmax  foram polinominais, com um coeficiente de correlação (R2) de 

0,98 para cada matriz  (Figura 5). No presente estudo, os modelos de taxa de inativação foram 

descritos avaliando-se apenas o parâmetro de pH, mas outros fatores como níveis de gordura e 

concentrações de sal/açúcar da matriz probiótica poderiam ser utilizados como parâmetros 

combinados com o modelo de inativação, possibilitando avaliar também a interferência do 

alimento na sobrevivência da cepa durante a digestão (Koseki, Mizumo e Sotome, 2010). 

 

3.4.Validação no Sistema Simulado do TGI  estático  

A validação da capacidade de sobrevivência de L. paracasei PXN37 nas matrizes 

estudadas foi realizada com valores de pH intermediários aos valores propostos 

experimentalmente (Tabela 3). O desempenho do modelo aplicado foi avaliado usando os 

fatores de precisão Bias e Exatidão. 
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Tabela 3. Testes de validação dos modelos preditivos na viabilidade do L. paracasei PXN 37 nas 

condições gástricas. 

 Suco de Laranja 

pH Κmax 

Preditoa Observadob 

3,5 0,10 0,10 

 Requeijão Cremoso 

pH Κmax 

Preditoa Observadob 

1,5 1,53 1,50 

 Cepa pura 

pH Κmax 

Preditoa Observadob 

1,5 1,10 1,03 

2,5 0,46 0,33 

3,5 0,10 0,12 

a valores preditos pelo modelo / b valores experimentais 

 

O fator Bias, para as condições gástricas testadas, indicou predições com um bom nível 

de confiança, mantendo valores próximos a 1,0 (1,05 -cepa pura; 0,81- suco de laranja e 1,06 – 

requeijão cremoso). Os valores encontrados para o fator de precisão Exatidão foram: 1,76 – 

cepa pura; 1,59- suco de laranja e 2,67 – requeijão cremoso). 

 

3.5. Modelagem Preditiva no Sistema Simulado do TGI Dinâmico 

3.5.1. Viabilidade da cepa probiótica no sistema dinâmico 

O comportamento de L. paracasei PXN 37 no suco de laranja e no requeijão cremoso na 

fase gástrica do sistema dinâmico foi simulada e sua viabilidade está apresentada na Tabela 5. 
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Tabela 5. Viabilidade da cepa L. paracasei PXN 37 inoculadas em diferentes matrizes alimentar 

em função das proporções utilizadas, no início e final da etapa da digestão gástrica dinâmica. 

Proporções Suco de Laranja Requeijão cremoso 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

Viabilidade 

T0 

Viabilidade 

Tf 

1:5 6,89a±0,12 6,42a±0,30 7,45a±0,27 6,80a±0,21 

3:5 7,68a±0,23 7,37a±0,26 7,41a±0,09 7,11a±0,11 

Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) entre as diferentes proporções de alimentos em relação 

a solução gástrica simuladas, no inicio ou final da digestão gástrica, pelo Teste T. 

 

A digestão contínua do suco de laranja e requeijão cremoso inoculados com L. paracasei 

PXN 37, em diferentes quantidades, teve a intenção de validar os dados representativos do 

comportamento dos probióticos em condições mais próximas da realidade e dentro da faixa de 

pH estudada para solução gástrica (pH 2-3). A quantidade de alimento probiótico “ingerido” 

pode ser diretamente correlacionada com a sua sobrevivência dentro do sistema dinâmico. 

Neste estudo, durante a fase gástrica, não houve diferença significativa entre as contagens das 

diferentes proporções de alimentos em relação a solução gástrica (p>0,05) (Tabela 5) e as 

populações da cepa probiótica mantiveram acima de 6 log UFC/mL. O mesmo comportamento 

e viabilidade foi observado nas condições estáticas.  

Por outro lado, as contagens de L. paracasei PXN 37 apresentaram reduções nas 

condições estudadas ao entrar em contato com aos fluidos entérico simulados durante o sistema 

dinâmico, com pH 5 e pH 7 (suco (1:5) – 6,42 log e suco (3:5) – 4,78 log; requeijão (1:5) – 6,80 

log e requeijão (3:5) – 7,11 log UFC/g ou mL), indicando sua maior sensibilidade à essa fase, 

possivelmente devido a dificuldade de adaptação ao meio com mudança contínua de condições 

de pH. 

As populações de L.paracasei PXN 37 inoculadas nas matrizes alimentares em 

diferentes proporções foram comparadas a dados da literatura (validação externa) com 

condições de pH gástrico semelhante ao estudado no sistema dinâmico e estão apresentadas nas 

Figuras 6, 7 e 8.  
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Figura 6: Avaliação do comportamento da cepa L. paracasei PXN 37 inoculadas em requeijão cremoso, 

na fase gástrica da digestão, comparada à dados da literatura, em sistema dinâmico simulado. 

 

 

Figura 7. Avaliação do comportamento da cepa L. paracasei PXN 37 inoculadas em suco de laranja, 

na fase gástrica da digestão, comparada à dados da literatura, em sistema dinâmico simulado. 
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Figura 8. Número de sobreviventes (log10 N) e taxa de inativação (hora elevado a -1) calculada 

utilizando dados da literatura no modelo secundário nas condições estáticas pelo tempo de exposição ao 

pH gástrico. 

 

4. Conclusão 
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prateleira dos alimentos nos quais as cepas foram inseridas. Assim, os resultados advindos dos 

ensaios propiciam economia de tempo e redução da necessidade da realização de testes in vitro, 

que oneram a sua aplicação. 
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DISCUSSÃO GERAL 

 

O crescimento do mercado de alimentos funcionais tem como destaque os alimentos 

contendo probióticos, os quais podem promover benefícios à saúde (ANVISA, 2016; Fuller, 

1989; Klingberg & Budde, 2006). A determinação da sua viabilidade na matriz alimentar e no 

TGI é uma característica fundamental para escolha de cepas a serem utilizadas no 

desenvolvimento de alimentos funcionais probióticos (Wang et al., 2009; Ranadheera, Baines, 

& Adams, 2010; Martinez et al., 2011). São citadas na literatura concentração de 106 a 109 

unidades formadoras de colônia (UFC) por grama (g) ou mililitro (mL) do produto ou da porção 

do produto para que promovam seus efeitos desejados (Silva et al., 2015). 

A avaliação do comportamento das diferentes cepas adicionadas às diferentes matrizes 

alimentícias foi realizada com o objetivo de demonstrar a influência da composição química, 

característica física e tipo de processamento do alimento na sobrevivência de diferentes micro-

organismos probióticos. A avaliação do tipo de cepa, pertencente ao mesmo gênero ou espécie 

de micro-organismo probiótico também tem a intenção de evidenciar a variabilidade de 

respostas das diferentes cepas probióticas em matrizes alimentares (Donkor, Henriksson, 

Vasiljevic, & Shah, 2006). Os alimentos funcionam como ótimo carreadores de micro-

organismos probióticos, protegendo-os dos efeitos agressivos dos fluidos do TGI devido à sua 

capacidade tamponante. Além disso, os alimentos fornecem nutrientes para a multiplicação e a 

manutenção da viabilidade dos micro-organismos probióticos, quando comparados àqueles 

consumidos na forma de suplementos alimentares (Rad et al., 2012; Shori, 2015).  

Todas as matrizes selecionadas e testadas no presente estudo – suco de laranja, requeijão 

cremoso e pão estão presentes no hábito alimentar brasileiro, sendo promissoras para à adição 

de micro-organismos probióticos, permitindo adquirir efeitos positivos à saúde por facilitar sua 

ingestão contínua e consequentemente, melhor colonização da microbiota humana. 

Na primeira etapa do trabalho, diferentes cepas probióticas dos gêneros Bacillus, 

Bifidobacterium e Lactobacillus foram testadas quanto a sua resistência as condições simuladas 

do TGI na vida de prateleira dos alimentos citados acima. A partir desses resultados, foram 

selecionadas as cepas com melhor sobrevivência (uma BAL – L. paracasei PXN 37 e uma do 

gênero Bacillus- B. coagulans GBI-30 6086) nessas condições para posteriores estudos. Os 

Bacillus obtiveram altas taxas de sobrevivência (>80%), principalmente no requeijão cremoso 

e no suco de laranja, em que conseguiram manter suas populações acima de 7 log esporos/g ou 

mL do alimento. A cepa probiótica L. paracasei PXN 37 foi a que obteve melhor resitência de 
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forma geral na bebida e no queijo testados, apesar de apresentar maior sensibilidade quando 

comparada aos esporos probióticos. 

Devido ao frequente consumo e ser um alimento tipicamente brasileiro e promissor para 

introdução de esporos probióticos, além de apresentar manufatura com etapas agressiva às BAL 

probióticas, o comportamento dos probióticos esporulados no requeijão cremoso foi avaliado. 

De uma maneira geral, a variação de ciclos logarítmicos nas populações de esporos 

probióticos nas etapas de processamento do requeijão cremoso (pasteurização, coagulação e 

fusão) não foi relevante do ponto de vista microbiológico. Portanto suas populações foram 

maiores do que as encontradas para micro-organismos probióticos tradicionalmente utilizados 

(Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.) em produtos lácteos (Granato et al., 2010; Shori, 

2015), indicando sua maior tolerância a condições deletérias para as células vegetativas. Esses 

probióticos (BAL) são vulneráveis a diferentes fatores que podem causar injúrias às suas 

células, incluindo elevados teores de sal, presença de oxigênio, altas temperaturas, baixo pH e 

mesmo a interação com as culturas starters na produção de queijos. Portanto, é necessário que 

a exposição desses micro-organismos a tais condições seja minimizada a fim de que sua 

viabilidade no produto final não seja prejudicada e, consequentemente, seus possíveis efeitos 

benefícios à saúde (Mansouripour et al., 2013). 

Considerando o requeijão cremoso como matriz probiótica, a adição dos esporos 

probióticos no pré ou durante o tratamento térmico aplicado ao alimento se torna vantajoso, 

quando se pensa na vida útil do produto final.  A fusão da massa é a etapa térmica mais agressiva 

do processamento do requeijão cremoso, porém não impactou negativamente na viabilidade do 

esporo probiótico, cujas populações foram altas e semelhantes àquelas adicionadas após a fusão 

da massa, na qual há a presença de condições estressantes mais brandas. O mesmo não foi 

observado para as populações de esporos  adicionados no leite antes da sua pasteurização, as 

quais foram expostas a consecutivos tratamentos térmicos, e apresentaram contagens de células 

viáveis mais baixas que nos outros tratamentos. Portanto, a adição dos esporos na etapa de fusão 

do requeijão, melhora a homogenização do inóculo, evita a recontaminação do produto final 

após passar pelos tratamentos térmicos e não prejudique sua viabilidade. De acordo com os 

nossos resultados, os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 apresentaram maior resistência 

(térmica e ácida) em todas as etapas do processamento do requeijão cremoso avaliadas, sendo 

selecionado para a avaliação de seu comportamento durante a vida de prateleira (6 ̊C por 45 

dias) em diferentes formulações de requeijão cremoso.  
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As amostras de requeijão inoculadas com B. coagulans GBI-30 6086 na etapa de fusão da 

massa (RF) e após a etapa de fusão (RPF) apresentaram contagens de esporos mais elevadas e 

semelhantes entre si (7,33 log e 7,35 log UFC/g, respectivamente) (p>0,05) até o final de seu 

período de armazenamento. O mesmo não foi observado para as populações de esporos da 

formulação RP as quais permanceram em condições de estresse térmico por mais tempo, e 

apresentaram populações mais baixas. Ainda durante a vida de prateleira dos requeijões 

cremosos, análises para averiguar a qualidade química do alimento foram realizadas. Não foi 

observada diferença significativa (p>0,05) entre os valores correspondentes aos níveis de 

proteólise determinados entre as diferentes formulações do requeijão cremoso, no início e ao 

final da vida de prateleira do alimento. Esse dado reforça a semelhança entre as formulações 

quanto à composição e à boa estabilidade protéica, não havendo interferência do micro-

organismo probiótico nesse parâmetro. Porém ao avaliar cada formulação separadamente, 

houve aumento significativo (p<0,05) dos níveis de proteólise observados nas formulações RP 

e RF ao final da estocagem, podendo indicar possível germinação dos esporos probióticos, os 

quais foram submetidos a um maior número de etapas de estresse (pasteurização, coagulação e 

fusão) em relação aos esporos inoculados no alimento à baixa temperatura (50ºC), tal qual na 

formulação RPF. Quanto a composição dos ácidos graxos, todas as formulações apresentaram 

valores semelhantes entre elas. 

No teste in vivo, utilizando B. coagulans GBI-30 6086 em requeijão cremoso e oferecido a 

ratos sadios, diferentes marcadores foram utilizados para averiguar a eficiência e segurança 

dessa cepa probiótica veiculado por esse alimento. O requeijão cremoso mostrou-se adequado 

como matriz carreadora de probióticos esporulados, uma vez que foram observadas populações 

elevadas e estáveis desses micro-organismos (grupo RPF e grupo RPAF), sem que prejudicasse 

a saúde dos animais. Na realidade, sabe-se que o queijo pode ser considerado um meio eficiente 

para a veiculação de bactérias probióticas uma vez que, além de possuírem teores relativamente 

elevados de lipídios, as suas proteínas podem proteger os micro-organismos de interesse contra 

a acidez do estômago, favorecendo sua sobrevivência ao longo do TGI (Cruz, Buriti, de Souza, 

Faria, & Isay Saad, 2009; Lollo et al., 2015). 

Os resultados obtidos a partir da análise bioquímica, hematológica e imune encontram-se 

dentro dos valores de referência e não apresentaram diferença significativa (p > 0,05) entre os 

diversos grupos estudados. Os níveis de proteínas de estresse testadas (HSPs) mostraram-se 

conservadas nos tecidos animais, quando comparadas entre os animais do grupo controle e os 

animais que consumiram os diferentes tipos de amostras de requeijão probiótico, indicando a 
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existência de equilíbrio na homeostase do organismo dos animais. As HSPs podem ser úteis 

para avaliar o efeito de probióticos, os quais são conhecidos por estimularem o sistema imune 

e controlarem o processo inflamatório, consequentemente diminuindo o estresse oxidativo 

mediado por citocinas (Coppola & Turnes, 2004; Taverniti & Guglielmetti, 2011) 

Mais recentemente, tem sido investigada a sobrevivência de cepas probióticas em 

alimentos, aplicando a microbiologia preditiva afim de se determinar o tempo de vida de 

prateleira dos mesmos (Dorota et al., 2014; Slačanac et al., 2013). Porém ainda não há relatos 

da literatura sobre o comportamento de micro-organismos probióticos quando submetidos a 

condições similares do TGI usando modelos preditivos. Os dados gerados por modelos 

matemáticos possibilitam a triagem de cepas adequadas ao melhor ajuste da dose, o emprego 

de diferentes cepas probióticas pela indústria de alimentos, identificação das condições que 

inibem/retardam o seu crescimento e averiguar os limitantes para a vida de prateleira dos 

alimentos nos quais as cepas foram inseridas. Assim, os resultados advindos dos ensaios 

propiciam economia de tempo e redução da necessidade da realização de testes in vitro, que 

oneram a sua aplicação. 

A contagem dos esporos dos Bacillus probióticos inoculados no pão, requeijão cremoso e 

suco de laranja, permanaceu estável durante o tempo de exposição à solução gástrica simulada 

em diferentes valores de pH e dessa maneira, não permitiu gerar modelos cinéticos de sua 

sobrevivência. Esse comportamento indica a grande resistência dos esporos às condições do 

TGI e no intervalo de tempo estudado, não havendo redução significativa que pudesse indicar 

inativação ou germinação dos esporos. 

Por outro lado,  o L. paracasei PXN 37, quando inoculado em suco de laranja e no requeijão 

cremoso, não sobreviveu nas condições gástricas (pH=1), tendo suas contagens menores que o 

limite de quantificação do método. O primeiro fato pode ter ocorrido devido à alta acidez do 

meio em que o micro-organismo foi exposto, prejudicando assim, sua sobrevivência. Porém, a 

cepa foi capaz de se manter viável quando exposta a valores mais altos de pH.   

Mesmo que as contagens da cepa probiótica em estudo apresentaram bom ajuste para os 

modelos de inativação Log Linear com cauda para as condições de pH 3 (suco de laranja) e pH 

4 (requeijão cremoso), essas obtiveram pequena redução das suas populações 

(aproximadamente 1 log UFC), encontrando-se no final da digestão gástrica com concentrações 

acima de 7 log UFC/mL como indicado para conseguir seus efeitos benéficos à saúde ao 

colonizar o intestino 
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Tais ensaios, onde as cepas são expostas a diferentes valores de pH são de extrema valia, 

uma vez que o pH do estômago pode variar de acordo com a matriz que se ingere. A digestão 

dos alimentos também é influenciada pelos componentes dos alimentos, permitindo maior ou 

menor velocidade de esvaziamento gástrico (Mourão e Bressan, 2009), afetando diretamente o 

tempo de permanência das células probióticas em contato com os fluidos gástricos. Dessa 

maneira, a passagem intacta de micro-organismos probióticos pelo estômago é de extrema 

importância, visto que sua viabilidade ao chegar no intestino é pré-requisito para promoção dos 

benefícios à saúde. 

Dessa maneira, a utilização de esporos com propriedades probióticas apresenta-se, 

portanto, como alternativa promissora em diversos alimentos, dada sua resistência a processos 

subletais e letais, como desidratação, pasteurização, cocção, meio ácido, irradiação, entre 

outros, além de serem amis tolerates às condições do TGI, em relação aos micro-organismos 

probióticos tradicionais (Cutting, 2011). 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

A partir dessa pesquisa foram obtidas as seguintes conclusões: 

 

❖ Os probióticos esporulados possuem um grande potencial de aplicação na indústria alimentícia, 

visto que apresentam elevada resistência a processos tecnológicos e mecanismos fisiológicos 

do organismo, os quais seriam letais para as BAL.  

❖ A sobrevivência das cepas probióticas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium estudadas, 

frente aos fluidos do TGI, apresentou maiores reduções de suas contagens ao final do período 

de armazenamento do suco de laranja, requeijão cremoso e pão, quando comparadas às 

reduções dos esporos de Bacillus.  

❖ Os esporos probióticos de Bacillus exibiram percentual de sobrevivência acima de 80% quando 

expostos as condições do TGI ao final da vida de prateleira dos alimentos testados, obtendo 

contagens acima de 6 log UFC/g ou mL do produto).  

❖ Os esporos de B. coagulans GBI-30 6086 apresentaram boa resistência térmica durante todas 

as etapas do processamento do requeijão cremoso, exibindo populações acima de 6 log 

esporos/g  ao longo da vida de prateleira do produto (45 dias a 6ºC) e sem alterações de 

indicadores químicos de deterioração. 

❖ A adição dos esporos de Bacillus probióticos na etapa de fusão do requeijão cremoso (90º/5min) 

mostrou-se a mais apropriada, facilitando o processo tecnológico, mantendo boa viabilidade 

das cepas probióticas e evitando a recontaminação do produto final. 

❖ O consumo por 14 dias de requeijão cremoso adicionados de esporos de B. coagulans GBI-30 

6086 por ratos Wistar não afetou a homeostase metabólica dos animais estudados, sem 

alterações nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e moleculares ( estresse e antioxidante), 

indicando que esporos probióticos em estudos são seguros. 

❖ Ao utilizar a modelagem preditiva como ferramenta para analisar o comportamento das cepas 

probióticas mais resistentes (B. coagulans GBI-30 6086, B. coagulans MTCC 5856 e L. para-

casei PXN 37) da primeira etapa desse estudo, nas condições estáticas de TGI, os esporos dos 

Bacillus probióticos mantiveram–se estáveis durante toda a digestão, mostrando uma boa 

resistência às soluções do trato gastrintestinal, não gerando modelo matemático. 

❖ O uso de modelos preditivos se mostrou eficiente para a avaliação dos parâmetros de inativação 

para  L.paracasei PXN 37 significativa no pH 1, onde apresentou populações de células viáveis 

abaixo de 1 log UFC/mL ou g no suco de laranja e no requeijão cremoso. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE 1 

MEIOS DE CULTURA FORMULADOS: 

1. Ágar glicose extrato de levedura (BC):  

• Extrato de levedura (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (5g.L-1),  

• D-glicose (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (5g.L-1),  

• Peptona (Acumedia, Lansing, USA) (5g.L-1);  

• Fosfato de potássio monobásico (Dinâmica, Diadema, (São Paulo, Brasil),  

• Fosfato de potássio dibásico (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,5g.L-1),  

• Sulfato de magnésio (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,3g.L-1);  

• Sulfato de manganês (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,01g.L-1);  

• NaCl (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,01g.L-1);  

• Ágar bacteriológico (Inlab, São Luis, Maranhão, Brasil) (15g.L-1);  

• Sulfato de zinco (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (1,6mg.L-1); 

• Sulfato de cobalto 7H2O (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (1,6mg.L-1);  

• Sulfato de cobre 5H2O (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (1,6mg.L-1)  

 

2. Ágar glicose extrato de levedura (GYEA): 

• Extrato de levedura (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (5g.L-1),  

• D-glicose (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (5g.L-1),  

• Peptona (Acumedia-VWR, Lansing, USA) (5g.L-1);  

• Fosfato de potássio monobásico (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,5g.L-1),  

• Fosfato de potássio dibásico (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,5g.L-1),  

• Sulfato de magnésio (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (0,3g.L-1);  

• Ágar bacteriológico (Inlab, São Luis, Maranhão, Brasil) (15g.L-1); 

• Solução de minerais (1mL.L-1 - sulfato de manganês (Dinâmica, Diadema, São Paulo, 

Brasil) (16mg.mL-1); NaCl (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (10mg.mL-1); 

sulfato de zinco (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (1,6mg.mL-1); sulfato de 
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cobalto 7H2O (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (1,6mg.mL-1); sulfato de cobre 

5H2O (1,6mg.mL-1); sulfato de ferro 7H2O (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) 

(18mg.mL-1)  

 

3. Ágar LB 

• Triptona (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (10g.L-1) 
• Extrato de levedura (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (5g.L-1) 
• NaCl (Dinâmica, Diadema, São Paulo, Brasil) (10g.L-1) 
• Ágar bacteriológico (Inlab, São Luis, Maranhão, Brasil) (15g.L-1); 

` 

4.  Ágar TSAYE 

•  Ágar Triptona de Soja (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (40g.L-1) 

• Extrato de levedura (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (6g.L-1) 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1 

 


