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RESUMO 

 

Introdução:  No Brasil, sucos de frutas são algumas das bebidas não alcoólicas mais 

consumidas. Atualmente, pesquisas têm sido realizadas com o desenvolvimento de sucos 

de frutas fermentados ou suplementados com BALs probióticas como culturas 

iniciadoras. Contudo, a aplicação de culturas probióticas em sucos de frutas representa 

um desafio, em razão de características próprias da estirpe e do meio de cultura que 

podem comprometer seu crescimento e viabilidade. O abacaxi contém nutrientes 

essenciais ao crescimento e manutenção da sobrevivência de BALs, como frutose, glicose 

e minerais, e vários estudos têm demonstrado que o suco de abacaxi pode ser um meio 

adequado para o cultivo de diversas estirpes, sobretudo quando suplementado com outros 

componentes capazes de acentuar sua estabilidade, como prebióticos, soro de leite e 

outros. Sucos de frutas são bebidas pobres em aminoácidos livres e peptídeos, enquanto 

o grão-de-bico contém proteínas que possuem em sua composição todos os aminoácidos, 

inclusive em sua forma livre. Objetivo: Caracterizar os parâmetros físico-químicos e 

microbiológicos de uma bebida probiótica elaborada com suco de abacaxi e extrato de 

grão-de-bico. Materiais e métodos: Foram desenvolvidas as seguintes formulações: F1: 

suco de abacaxi (100%); F2: suco de abacaxi (90%) + extrato de grão-de-bico (10%); e 

F3: suco de abacaxi (80%) + extrato de grão-de-bico (20%). Estas formulações foram 

suplementadas com concentrado de células de L. paracasei.  As bebidas foram avaliadas 

quanto à composição centesimal, sem adição da cultura, e avaliadas antes e com 7, 14, 21 

e 28 dias de armazenamento a 4 °C com relação às variáveis químicas (pH, acidez 

titulável e sólidos solúveis) e microbiológicas (viabilidade de L. paracasei e bolores e 

leveduras). Resultados e discussões: A adição do extrato de grão-de-bico às bebidas 

aumentou significativamente (p < 0,05) o teor de proteínas. A viabilidade de L. paracasei 

foi significativamente (p < 0,05) maior na formulação da bebida que continha maior 

percentual de extrato de grão-de-bico (F3). Todas as bebidas apresentaram decréscimo de 

pH e sólidos solúveis no decorrer de 28 dias de armazenamento. Também se observou 

que em todas as bebidas houve aumento da acidez titulável durante 28 dias de 

armazenamento. A viabilidade de L. paracasei foi significativamente maior (p < 0,05) na 

formulação F3 com extrato de grão-de-bico após exposição sequencial aos sucos gástrico 

e intestinal. Portanto, a adição de grão-de-bico ao suco de abacaxi aumentou a 

estabilidade de L. paracasei durante o armazenamento e promoveu um efeito protetor ao 

L. paracasei na exposição sequencial aos sucos gástrico e intestinal. Esses efeitos 

parecem estar relacionados ao aumento do teor de proteínas da bebida promovido pela 

adição do extrato de grão-de-bico. 

 

Palavras-chave: L. paracasei; Viabilidade; Probiótico; Suco de abacaxi; Extrato de grão-

de-bico.  

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Introduction:  Fruit juices are one of the most consumed non-alcoholic beverages in 

Brazil. Currently, research has been carried out on developing fermented fruit juices or 

supplemented with probiotic LABs as starter cultures. However, applying the probiotic 

culture to fruit juices represents a challenge given the strain-specific and substrate 

characteristics that might compromise its growth and viability. Pineapple contains 

essential nutrients for the LABs growth and survival stability, such as fructose, glucose, 

and minerals, and several studies have shown that pineapple juice might be a suitable 

vehicle for different strains, mostly when supplemented with alternatives capable of 

enhancing its stability, such as prebiotics, whey from milk curds, and others. Fruit juices 

are not rich in free amino acids and peptides. On the other hand, adding chickpea extract 

can be a strategy to supply or compensate for the lack of proteins since chickpea contains 

proteins and amino acids, including these last ones in their free form. Objective:  To 

characterize the physical-chemical and microbiological parameters of a probiotic 

beverage made with pineapple juice and chickpea extract. Materials and methods: The 

following formulations were developed: F1: pineapple juice (100%); F2: pineapple juice 

(90%) + chickpea extract (10%); and F3: pineapple juice (80%) + chickpea extract (20%). 

These formulations were supplemented with a concentrate of L. paracasei cells. The 

beverages were evaluated for their centesimal composition, with no addition of culture, 

and evaluated before and after 7, 14, 21, and 28 days of storage at 4 ºC regarding chemical 

(pH, titratable acidity, and soluble solids) and microbiological variables (viability of L. 

paracasei and molds and yeasts). Results and discussion: The beverage preparation with 

chickpea extract significantly (p < 0,05) increased the protein content. The L. paracasei 

viability was significantly (p < 0,05) higher in the beverage formulation that contained 

the highest percentage of chickpea extract (F3). All beverages showed decreased pH and 

soluble solids over 28 days of storage. It was also observed that in all beverages, there 

was an increase in titratable acidity during the 28 days of storage. The L. paracasei 

viability was significantly (p < 0,05) higher in the formulation with chickpea extract (F3) 

after sequential exposure to gastric and intestinal juices.  Thus, the addition of chickpea 

extract to the pineapple juice enhanced L. paracasei stability during storage and showed 

a protective effect to L. paracasei in the sequential exposure to the gastric and intestinal 

juices. These effects seem to be related to the increase in the protein content of the 

beverage promoted by adding chickpea extract. 

 

Keywords: L. paracasei; Viability; Probiotic; Pineapple juice; Chickpea extract. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A crescente busca por uma alimentação mais saudável tem impulsionado o 

desenvolvimento de novos alimentos com propriedades funcionais, principalmente fontes 

de compostos bioativos e contendo probióticos (MARRERO et al., 2019). Os probióticos 

são micro-organismos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem 

benefícios ao hospedeiro (HILL et al., 2014). Esses micro-organismos têm sido 

associados a vários efeitos benéficos, principalmente relacionados com a saúde 

gastrointestinal (FLOCH, 2018).  

Durante décadas, o mercado de probióticos teve o foco em produtos lácteos 

(iogurte e outros produtos fermentados), porém o aumento do consumo de produtos não 

lácteos devido ao veganismo, intolerância à lactose e hipercolesterolemia exigiu 

mudanças nesse cenário (PIMENTEL et al., 2021). Assim, matrizes vegetais, como os 

sucos de frutas, têm sido sugeridas como potenciais veículos probióticos (WU et al., 

2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019). No entanto, vários fatores 

intrínsecos às frutas podem comprometer a viabilidade, como pH ácido (em torno de 2,5 

e 4,0), baixa concentração de alguns nutrientes, presença de compostos fenólicos com 

propriedades antimicrobianas, assim como a capacidade da estirpe de se adaptar ao meio 

(ANTUNES et al., 2013; CHAMPAGNE; GARDER, 2008; SAARELA et al., 2006; 

SAARELA et al., 2011). 

O abacaxi, apesar de seu caráter ácido, contém nutrientes essenciais ao 

crescimento e manutenção da sobrevivência de bactérias lácticas (BALs): frutose, glicose 

(CHEN; PAULL, 2000; ZHANG et al., 2006) e minerais (potássio, principalmente) 

(ZHANG et al., 2007; ANSES, 2020). Os estudos com bebidas elaboradas com suco de 

abacaxi, em sua maioria fermentadas, demonstraram que essa fruta é uma matriz viável 

para o crescimento e estabilidade de sobrevivência de diversas estirpes probióticas 

durante a estocagem e após o estresse das fases da digestão (COSTA et al., 2013; 

CAMPOS et al., 2019; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021).  

O abacaxi, como as demais frutas, é considerado um alimento pobre em proteínas 

(BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001). A suplementação de sucos de frutas com 

fontes vegetais ricas em proteínas é uma alternativa de enriquecimento proteico dos sucos. 

No grão-de-bico, por exemplo, as proteínas são o segundo nutriente em maior quantidade 

(21 a 25 %) (RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015) e onde se concentram 

todos os aminoácidos, essenciais e não essenciais (WANG et al., 2010; KOU et al., 2013). 

Além disso, essa leguminosa possui oligossacarídeos prebióticos (MARTINEZ-
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VILLALUENGA et al., 2006) e compostos fenólicos (AROOJ et al., 2021), fundamentais 

à sobrevivência das BALs em condições hostis (SIDHU et al., 2020). Estudos com 

bebidas à base de grão-de-bico têm demonstrado sua aptidão como carreadora de estirpes 

probióticas (SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et al., 2020; LOPES et al., 2020; 

HUSSEIN et al., 2020). 

A estirpe Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 é uma cultura 

comercial, e sua sobrevivência já foi avaliada em produtos lácteos, como leite fermentado 

(VOGADO et al., 2018; VOGADO et al., 2019) e queijo tipo cottage (MEDEIROS et al., 

2020), e em produtos não lácteos, como bebida à base de milho (MENEZES et al., 2018), 

em sucos de frutas (maracujá) (FONSECA, 2022) e em extrato aquoso de grão-de-bico 

(MESQUITA et al., 2020 e MESQUITA et al., 2021). Entretanto, a sobrevivência de L. 

paracasei LBC 81 ainda não foi avaliada em suco de abacaxi.  

Considerando-se que o grão-de-bico é uma fonte de oligossacarídeos e fibras com 

função prebiótica, compostos fenólicos e aminoácidos na forma livre, a exemplo da 

arginina (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006; AROOJ et al., 2021; CORTÉS-

GIRALDO et al., 2016), e que os aminoácidos livres são utilizados em mecanismo de 

defesa às condições de estresse ácido por algumas bactérias lácticas (WANG; CUI; QU, 

2018), a nossa hipótese é que a adição de extrato de grão-de-bico no suco de abacaxi 

poderá acentuar a sobrevivência de L. paracasei LBC 81 durante o armazenamento da 

bebida e, também, quando exposto às condições simuladas gastrointestinais in vitro.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Desenvolver uma bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico probiótica.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o efeito do extrato de grão-de-bico quando adicionado ao suco de abacaxi 

no crescimento e sobrevivência da estirpe L. paracasei LBC 81 durante o período 

de armazenamento refrigerado; 

• Avaliar o crescimento e sobrevivência da estirpe L. paracasei LBC 81 em uma 

bebida à base de suco de abacaxi adicionado de extrato de grão-de-bico. 

• Verificar o efeito do extrato de grão-de-bico em suco de abacaxi na sobrevivência 

de L. paracasei LBC 81 após exposição a sucos gastrointestinais simulados in 

vitro;  

• Avaliar o efeito do extrato de grão-de-bico quando adicionado ao suco de abacaxi 

nos parâmetros físico-químicos. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. BACTÉRIAS LÁCTICAS 

 

As bactérias lácticas (BALs) são um dos grupos de bactérias mais importantes na 

indústria de alimentos (REUBEN et al., 2020). As BALs pertencem a um grupo 

heterogêneo constituído por cocos gram-positivos, catalase-negativa, não formadores de 

esporos (exceto Sporolactobacillus spp.) ou bastonetes. Apresentam capacidade de 

produzir ácido láctico como principal produto final gerado pela fermentação de 

carboidratos (AXELSSON, 2004). Com base nos produtos finais da fermentação, as 

BALs podem ser classificadas como bactérias homofermentativas obrigatórias, que 

produzem principalmente o ácido láctico (cerca de 90 %), ou bactérias 

heterofermentativas obrigatórias, que produzem vários metabólitos, incluindo ácido 

láctico, ácido acético, etanol e dióxido de carbono. Algumas espécies são classificadas 

como heterofermentativas facultativas, capazes de realizar ambas as vias de fermentação 

(HUTKINS, 2018).  

As BALs são encontradas em diferentes nichos ecológicos, tais como plantas, 

insetos, solo, água e leite, bem como nos tratos gastrointestinal (TGI), respiratório e 

vaginal de humanos e animais (GEORGE et al., 2018). Tais bactérias são conhecidas por 

seus papéis essenciais na produção de mais de 3500 tipos de alimentos fermentados, 

bebidas e silagem (ração animal) (TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016). 

Taxonomicamente, as BALs são pertencentes ao filo Firmicutes, que inclui os 

seguintes gêneros: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, 

Lactococcus e Streptococcus (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). Recentemente, o gênero 

Lactobacillus foi reclassificado por cientistas em 25 gêneros: Lactobacillus,  

Paralactobacillus, Amylolactobacillus, Acetilactobacillus, Agrilactobacillus, 

Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa, 

Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus, 

Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus, 

Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, 

Loigolactobacillus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus e Secundilactobacillus 

(ZHENG et al., 2020).  

Tais espécies pertencentes a esses gêneros são reconhecidas como “Geralmente 

Consideradas Seguras” (GRAS) de acordo com a Food and Drug Administration 
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(FDA/EUA), devido a sua longa história de uso seguro em alimentos fermentados e sua 

presença na microbiota intestinal e urogenital normal de humanos (FDA, 2018). 

Juntamente com o gênero Bifidobacterium (B. animalis, B. longum, B. lactis, B. 

bifidum, B. infantis, B. breve), espécies de Lactobacillus (L. acidophilus), 

Lacticaseibacillus (L. casei, L. rhamnosus), Lactiplantibacillus (L. plantarum), 

Ligilactobacillus (L. salivarius) e Limosilactobacillus (L. fermentum, L. reuteri) são mais 

comumente usadas como probióticos (PIMENTEL et al., 2021). 

 

 

3.2. PROBIÓTICOS 

 

De acordo com a definição proposta pela FAO/OMS, probióticos são micro-

organismos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios 

à saúde do hospedeiro (FAO/OMS, 2002). Diversos efeitos benéficos já foram aceitos 

para bactérias probióticas, tais como: a) controle e redução de colesterol, b) melhora do 

sistema imunológico, c) prevenção de infecções intestinais e supressão de diarreia 

associada a antibióticos, d) redução dos sintomas de intolerância à lactose, e) redução do 

risco de câncer de cólon e f) melhora na digestão de gliadina de alimentos contendo 

glúten, nos casos de doença celíaca (GAREAU et al., 2010; OELSCHLAEGER, 2010).  

Os probióticos conferem seus efeitos benéficos à saúde por meio de diferentes 

mecanismos. Os mecanismos de ação dos probióticos incluem inibição competitiva da 

multiplicação de bactérias patogênicas por meio da alteração do pH e redução da 

disponibilidade de oxigênio, criando condições intestinais menos favoráveis 

(SCHEPPER et al., 2017), inibição não competitiva pela produção de bacteriocinas 

(LOPETUSO et al., 2019), síntese de vitaminas, aumento da biodisponibilidade de 

nutrientes (PANDEY et al., 2015) e estimulação do sistema imunológico do hospedeiro 

(KOBER; BOWE, 2015). Algumas características são fundamentais para as bactérias 

probióticas executarem suas funções, como fatores de aderência, proteínas de ligação ao 

muco, proteínas de ligação à fibronectina, bacteriocinas, fatores de tolerância ao meio 

ácido e ao estresse, hidrolases de sais biliares e exopolissacarídeos (KLEEREBEZEM et 

al., 2003; PRIDMORE et al., 2004; ALTERMANN et al., 2005). 

Para garantir os efeitos benéficos à saúde do hospedeiro, uma concentração 

mínima de células probióticas viáveis deve chegar ao intestino. O mínimo da 

concentração de células bacterianas sugerida é de cerca de 8 log UFC/g ou mL de 

alimento no tempo de consumo, de modo que as diminuições observadas na sobrevivência 
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durante a exposição ao TGI não comprometam a funcionalidade dos probióticos no 

hospedeiro (WGO, 2017). Apesar das diferenças entre as quantidades diárias 

recomendadas por agências americanas ou europeias para atuais alegações de saúde, foi 

proposto que a ingestão diária de números em torno de 6-9 log UFC de probiótico/g ou 

mL é eficaz (GROM et al.; 2020; RANADHEERA et al., 2019). No entanto, para alegar 

efeitos específicos à saúde, a dose do concentrado de probióticos pode ser menor e é 

específica da estirpe (HILL et al.; 2014; WGO, 2017). 

No Brasil, o uso de probióticos em alimentos requer avaliação prévia da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) conforme previsto na RDC nº 241/2018, que 

indica os procedimentos necessários para se solicitar o uso de probióticos em um produto 

e alegações de saúde relacionadas. Segundo esta resolução, o uso de probióticos em 

alimentos necessita de comprovação de sua segurança e eficácia. A comprovação de 

segurança deve ser realizada por meio de estudos que demonstrem histórico de uso 

seguro, ausência de eventos adversos, ausência de virulência e fatores patogênicos, 

ausência de produção de substâncias ou metabólitos que causem riscos à saúde do 

hospedeiro, ausência de resistência a antibióticos e suscetibilidade a pelo menos dois 

antibióticos (BRASIL, 2018).  

Os micro-organismos probióticos quando incorporados em alimentos tornam-se 

mais suscetíveis a fatores físicos, químicos e biológicos (TERPOU et al., 2019). Vários 

estudos atualmente têm avaliado a sobrevivência de probióticos em diferentes matrizes 

vegetais (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA et 

al., 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES, 

2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013; 

CONCEIÇÃO, 2016; MESQUITA et al., 2020; RAVINDRAN, 2020; BRUNO et al., 

2020; SKRZYPCZAK et al., 2019; PIMENTEL et al., 2015; XU et al., 2019; ANEJA et 

al., 2014; CHAMPAGNE GARDER, 2008; CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 

2008; ZHU et al., 2020).  

Os sucos de fruta têm sido alvo de investigações quanto à capacidade de 

crescimento da estirpe e de sua sobrevivência durante o período de armazenamento (WU 

et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA et al., 2018; 

NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; 

ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013; PIMENTEL et al., 

2015; XU et al., 2019; ANEJA et al., 2014; CHAMPAGNE; GARDER, 2008; 

CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; ZHU et al., 2020).  
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Uma bebida de juçara, banana e morango suplementada com cultura de L. 

plantarum CNPC003 apresentou viabilidade probiótica acima de 6,0 log UFC/mL em 60 

dias de refrigeração a 3,8 ºC. Somente após 75 dias, a viabilidade sofreu decréscimo 

(RIBEIRO et al., 2019). Zhu et al. (2020) também observaram que a viabilidade 

probiótica em bebidas de frutas atendeu ao mínimo recomendado para alimentos 

probióticos. Sucos de maçã, laranja e tomate com pH inicial entre 3,0 e 4,0 demonstraram 

potencial como matriz para L. sanfranciscensis, que apresentou viabilidade entre 106 e 

107 UFC/mL ao final de 4 semanas a 4 ºC.  

Além disso, também tem sido investigado o efeito protetor dos sucos de frutas na 

sobrevivência de probióticos quando expostos às condições simuladas do TGI in vitro 

(PHOEM; CHANTHACHUM; VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et al., 2019; 

CAMPOS et al., 2019; GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 

2021). No estudo de Ribeiro et al. (2019), com bebida de juçara, banana e morango 

suplementada com estirpe probiótica, a em amostra refrigerada a 3,8 ºC por 30 dias, L. 

plantarum CNPC003 demonstrou resistência ao estresse GI simulado. Após exposição ao 

suco gástrico, a viabilidade L. plantarum reduziu de 7,9 a 6,7 log UFC/mL, enquanto na 

exposição ao suco intestinal, realizada em duas fases, as viabilidades foram 6,6 logs 

UFC/mL e 6,4 log UFC/mL permanecendo viável em concentração essencial como 

requisito para alimento probiótico. 

 

 

3.3. SUCO DE FRUTA PROBIÓTICO 

 

Por muitos anos, o mercado de probióticos se concentrou em produtos lácteos, 

porém com o crescimento do consumo de produtos de matriz não láctea por indivíduos 

com intolerância à lactose, hipercolesterolemia e/ou adeptos ao veganismo, têm sido 

necessárias mudanças neste cenário (NGUYEN et al., 2019). 

Assim, as matrizes vegetais têm sido sugeridas como potenciais veículos 

probióticos (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA 

et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; 

SOARES, 2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013; 

PIMENTEL et al., 2015; XU et al., 2019; ANEJA et al., 2014; ZHU et al., 2020; 

ANTUNES et al., 2013; MESQUITA et al., 2020). 

 

3.3.1. ABACAXI E SUCO DE ABACAXI 
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O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr) é uma fruta amplamente cultivada e 

consumida em regiões tropicais e subtropicais (DEBNATH et al., 2021). Como outras 

frutas, o abacaxi é importante na dieta humana (HOUNHOUIGAN et al., 2014). A fruta 

pode ser consumida in natura ou processada em diversas formas, sendo que o suco de 

abacaxi é de consumo mais popular devido ao seu aroma e sabor agradáveis 

(RATTANATHANALERK et al., 2005). Compostos fenólicos e carotenoides são 

fitoquímicos encontrados no suco de abacaxi que produzem benefícios à saúde humana 

por reduzirem o risco de dano oxidativo relacionado à presença de radicais livres, mas 

também o risco de desenvolver diferentes tipos de câncer e doenças cardiovasculares e 

neurológicas (COLLINS; HARRINGTON, 2002). 

No suco de abacaxi, são encontradas duas formas de vitamina C, ácido 1-ascórbico 

e dehidroascórbico. O ácido 1-ascórbico é a principal forma biologicamente ativa da 

vitamina C. É oxidado reversivelmente para formar ácido dehidroascórbico, que também 

exibe atividade biológica (LAORKO et al., 2010). O teor total de vitamina C no abacaxi 

maduro é cerca de 26 mg/100 g de peso fresco (HERNÁNDEZ et al., 2006). No entanto, 

estudos têm verificado que muitos compostos fitoquímicos são reduzidos durante o 

tratamento térmico convencional (LAORKO et al., 2010).  

Além dos compostos fitoquímicos, assim como outras frutas, o abacaxi é fonte de 

fibra alimentar, que favorece a permanência de bactérias benéficas, particularmente dos 

gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, na microbiota intestinal do hospedeiro (DE 

VRESE et al., 2008).  

Estudos têm demonstrado que os sucos de frutas geralmente favorecem o 

crescimento de estirpes probióticas, visto que em sua matriz alimentar contém vários 

nutrientes (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA 

et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; 

SOARES, 2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013; 

PIMENTEL et al., 2015; XU et al., 2019; ANEJA et al., 2014; CHAMPAGNE; 

GARDER, 2008; CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; ZHU et al., 2020). 

 

3.3.2. CRESCIMENTO E SOBREVIVÊNCIA DE BACTÉRIAS PROBIÓTICAS 

EM SUCO DE FRUTA 

 

A aplicação de culturas probióticas em sucos de frutas representa um grande 

desafio. As culturas probióticas quando inseridas em sucos de frutas podem ter o 
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crescimento e a viabilidade afetados por vários fatores, como acidez, pH, nível de 

oxigênio, falta de nutrientes e presença de substâncias com ação antimicrobiana (ácido 

benzoico, compostos fenólicos) (SHAH, 2001). No entanto, de acordo com estudos 

anteriores, o crescimento e a viabilidade da bactéria probiótica é dependente da espécie e 

da estirpe utilizada (DAVE; SHAH, 1997).  

A fermentação de sucos de frutas por estirpes probióticas acentua várias 

propriedades nutricionais, tais como a solubilidade de proteínas de origem vegetal, o 

aumento da biodisponibilidade de aminoácidos livres (essenciais e não essenciais) e 

ácidos graxos de cadeia curta (PARVEZ et al., 2006; SONG et al., 2008).  

Além disso, a fermentação cria condições para que cepas específicas de alguns 

micro-organismos sintetizem vitaminas, como as vitaminas K e do complexo B, por 

exemplo (LEBLANC et al., 2013; LEBLANC et al., 2011; BENTLEY; 

MEGANATHAN, 1982). Reduz, sobremaneira, fatores antinutricionais (SOETAN; 

OYEWOLE, 2009), acentua a biodisponibilidade de compostos bioativos (TANGYU et 

al., 2019) e propicia formação de sabores doces e frutados (SETHI et al., 2016). 

Os autores de dois estudos com suco de abacaxi fermentado observaram que este 

é uma matriz viável para o crescimento e estabilidade de sobrevivência das estirpes de 

Lactobacillus e Bifidobacterium utilizadas (NGUYEN et al., 2019; COSTA et al., 2013). 

No experimento de Nguyen et al. (2019), após 1 mês a 4 ºC, as contagens microbianas 

nas bebidas, independentemente da adição de prebiótico FOS, permaneceram entre 108 e 

109 UFC/mL para Lactobacillus e entre 109 e 1010 UFC/mL para Bifidobacterium.  

Outro estudo com suco de abacaxi fermentado, adicionado de L. casei NRRL B-

442, mostrou redução de contagens e viabilidade probiótica durante 42 dias sob 

refrigeração. O resultado ao final desse período foi uma contagem superior a 6 log 

UFC/mL no suco sem açúcar, enquanto no suco adoçado essa contagem persistiu apenas 

nos primeiros 28 dias. Os autores acreditam que a redução de viabilidade observada no 

suco adoçado tenha sido devido à presença de açúcar, que promoveu maior pressão 

osmótica e pós-acidificação (COSTA et al., 2013).  

 

 

3.3.3. SOBREVIVÊNCIA DE PROBIÓTICOS EM SUCOS 

GASTROINTESTINAIS SIMULADOS IN VITRO 

 

Os probióticos, quando administrados por via oral, encontram vários desafios 

quando transitam pela boca, estômago, intestino delgado e cólon. Os benefícios para a 



25 
 

saúde proporcionados pela ingestão de probióticos são diminuídos principalmente devido 

à redução substancial de bactérias probióticas viáveis quando expostas às condições do 

TGI e à resistência à colonização causada por bactérias comensais (HAN et al., 2021). O 

TGI é considerado estressante para bactérias probióticas devido à presença de enzimas e 

sais biliares, bem como o pH ácido do estômago (MELCHIOR et al., 2020). 

A capacidade de uma estirpe probiótica de sobreviver às condições estressantes 

do TGI depende, em primeiro lugar, da sua tolerância ao estresse ácido e à presença de 

sais biliares. Tais características são consideradas intrínsecas à estirpe (VAN DE 

GUCHTE et al., 2002). No entanto, vários estudos têm demonstrado que a característica 

da matriz alimentar pode influenciar profundamente a resistência do micro-organismo às 

condições estressantes sofridas durante a digestão (PHOEM; CHANTHACHUM; 

VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et al., 2019; CAMPOS et al., 2019; 

GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021). 

A resistência a sucos gastrointestinais simulados está entre os ensaios in vitro que 

são frequentemente sugeridos para a avaliação do potencial probiótico da cepa (GBASSI 

et al., 2011). A verificação da tolerância de micro-organismos probióticos no produto 

final às condições gastrointestinais pode ajudar a selecionar uma matriz alimentar 

adequada e contribuir para a sobrevivência e eficácia do probiótico no TGI (BURITI et 

al., 2010). 

Vários estudos têm avaliado a resistência de estirpes probióticas em diferentes 

sucos de frutas após exposição a digestão simulada em sucos gastrointestinais em ensaios 

in vitro (PHOEM; CHANTHACHUM; VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et 

al., 2019; CAMPOS et al., 2019; GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM 

et al., 2021). Islam et al. (2021), em estudo com bebida probiótica fermentada utilizando 

75 % de suco de abacaxi e 25 % de soro de coalhada como matriz para a cultura de L. 

acidophilus LA-5, mostraram que esta cepa apresentou uma taxa mínima de 

sobrevivência de 80 % após 56 dias em refrigeração e a digestão simulada in vitro. 

No ensaio experimental de Nguyen et al. (2019), também com suco de abacaxi 

fermentado, utilizando L. acidophilus La5, L. plantarum 299V e B. lactis Bb-12, 

observou-se que após 1 mês a 4 ºC e exposição ao estresse da digestão simulada houve 

redução de apenas 0,11 log UFC/mL e 0,4 log UFC/mL nas contagens após as fases 

gástrica e entérica, respectivamente. Os autores atribuem à adição de FOS durante o 

processo de fermentação, assim como à própria fermentação, a estabilidade da 

sobrevivência dessas células. Também, explicam que a viabilidade poderia ter sido ainda 
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maior se as bactérias fossem de cultura fresca, não de cultura estoque, cuja resistência ao 

ambiente ácido parece ser menor.  

Embora a exposição a meios com pH de caráter ácido possa ser letal ao micro-

organismo, Campos et al. (2019) sugerem, baseados em seus resultados, que a cepa é 

capaz de se adaptar a essas condições e a fermentação favorece que o micro-organismo 

se adapte à matriz, como demonstrado em seu estudo com bebida de sucos de juçara e 

abacaxi suplementada com L. rhamnosus GG. As contagens após a fase gástrica não 

sofreram alterações em relação ao tempo inicial e, mesmo com algumas reduções após as 

fases entéricas, a contagem final confirmou a aptidão dessa matriz como veículo carreador 

para a estirpe em questão. 

Uma possível explicação para esse comportamento em meio hostil são os 

mecanismos de tolerância ao meio ácido que algumas BALs com potencial probiótico 

apresentam, sendo um desses a neutralização do citoplasma das bactérias devido à 

desaminação ou descarboxilação de aminoácidos. Nessa função, o metabolismo de 

aminoácidos, especialmente as vias da arginina deaminase e da glutamato descarboxilase, 

são fundamentais ao controle do pH intracelular das BALs em condições de estresse 

(WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018).  

Por meio dessas vias, as BALs respondem a condições de ameaça à sobrevivência 

acumulando aminoácidos como valina, leucina, isoleucina, prolina e arginina no ambiente 

intracelular (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; WU et al., 2012). Esse acúmulo 

é responsável pelo aumento do pH no citoplasma, o que oferece proteção contra injúrias 

celulares (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018). 

 

3.3.4. ALTERNATIVAS PARA ACENTUAR A SOBREVIVÊNCIA DE 

PROBIÓTICOS EM SUCOS DE FRUTAS  

 

Para acentuar a viabilidade de estirpes probióticas em sucos de frutas durante o 

armazenamento em condições refrigeradas e, também, após exposição a sucos 

gastrointestinais simulados, algumas estratégias têm sido avaliadas por pesquisadores 

(SAARELA et al., 2006; SAARELA et al., 2011; NGUYEN et al., 2019; GARCIA et al., 

2018; MONTEIRO et al., 2020; PIMENTEL et al., 2015; MOKHTARI; JAFARI; 

KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL; DEEPIKA; 

CHARALAMPOPOULOS, 2012).  

Dentre essas estratégias, destaca-se a microencapsulação de micro-organismos 

probióticos (GARCIA et al., 2018; MONTEIRO et al., 2020; MOKHTARI; JAFARI; 
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KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL; DEEPIKA; 

CHARALAMPOPOULOS, 2012; AFZAAL et al., 2019; ZANJANI et al., 2018). A 

técnica de microencapsulação de probióticos, para serem incorporados em sucos de 

frutas, tem sido utilizada a fim de contornar as implicações do meio ácido do suco de 

fruta na sobrevivência das culturas durante o processamento, refrigeração e passagem 

pelo TGI (MONTEIRO et al., 2020; AFZAAL et al., 2019; GARCIA et al., 2018; 

MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL; 

DEEPIKA; CHARALAMPOPOULOS, 2012).  

Entretanto, mesmo com a proteção que oferece e a possibilidade de controlar a 

liberação de probiótico no intestino (MARTÍN et al., 2015; HUANG et al., 2016; YING 

et al., 2016), a microencapsulação pode apresentar limitações em sua aplicação. O 

diâmetro das células bacterianas ou de partículas de uma cultura probiótica liofilizada 

pode limitar o carregamento de células e, portanto, comprometer sua viabilidade (CHEN 

et al., 2017; ZUIDAM; NEDOVIC, 2010). Além disso, algumas técnicas e materiais 

podem ocasionar perda de células durante a microencapsulação (RODRIGUES et al., 

2020).  

Outra estratégia para acentuar a viabilidade de estirpes probióticas em sucos de 

frutas tem sido a suplementação com prebióticos e farinhas com alto percentual de fibras 

(SAARELA et al., 2006; SAARELA et al., 2011; PIMENTEL et al., 2015; NGUYEN et 

al., 2019). O estudo do comportamento de culturas probióticas em sucos de frutas tem 

sido avaliado com a adição de prebióticos e fibras, com vistas à estabilidade da 

sobrevivência e atividade dessas culturas (SAARELA et al., 2006; SAARELA et al., 

2011; PIMENTEL et al., 2015; NGUYEN et al., 2019). Prebióticos, como o 

oligossacarídeo oligofrutose, são fontes de carbono acessíveis às bactérias e contribuem 

para sua atividade metabólica. Tanto o metabolismo do micro-organismo como a acidez 

do substrato são condições que têm demonstrado ser essenciais à estabilidade de 

sobrevivência e atividade de bactérias probióticas em sucos de frutas ao longo do tempo 

de refrigeração (SAARELA et al., 2006; DONKOR et al., 2007; NUALKAEKUL; 

DEEPIKA; CHARALAMPOPOULOS, 2012; PIMENTEL et al., 2015). 

A adição de oligofrutose a suco de maçã clarificado suplementado com L. 

paracasei subsp paracasei teve efeito de aumento na sobrevivência desta estirpe ao final 

de 28 dias (entre  6,5 e 7 log UFC/mL), enquanto a amostra sem prebiótico ficou com 5,5 

e 6 log UFC/mL (PIMENTEL et al., 2015). Além disso, oligofrutose também é capaz de 

inibir patógenos e proteger cultura de L. paracasei subsp paracasei em suco de maçã sem 
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alterar características físico-químicas, tampouco a estabilidade do produto em 

refrigeração (PIMENTEL et al., 2015).  

 Na suplementação de suco de maçã com farinha de aveia 20%, β-glucana 

demonstrou ter efeito protetor notável sobre L. rhamnosus E800 e E522 (para 

fermentação) em pH inicial de 3,5. Somente após quase 8 semanas a 4 ºC, a viabilidade 

de E800 alcançou 5 log UFC/mL, ao passo que E522 exibiu sua menor viabilidade, 

semelhante ou inferior a de E800, com apenas 2 semanas a 4 ºC, (SAARELA et al., 2006). 

Para todos os efeitos, a atividade das fibras na estabilidade de L. rhamnosus E800 e E522 

mostrou ser influenciável por fatores do meio como atividade de água, natureza e pH do 

substrato (SAARELA et al., 2006). 

Prebióticos como fruto-oligossacarídeos (FOS), quando adicionados a suco de 

abacaxi fermentado com L. acidophilus La5, L. plantarum 299V e B. lactis Bb-12, 

promoveram estabilidade de sobrevivência das culturas num período de 2 meses a 4 º C, 

após o qual as contagens de UFC foram entre 108 e 109 para B. lactis Bb-12 e entre 109 e 

1010 para L. acidophilus La5 e L. plantarum 299V (NGUYEN et al., 2019). Além disso, 

as alterações observadas em parâmetros físico-químicos como pH e acidez titulável foram 

mínimas e compatíveis com os resultados de sobrevivência e viabilidade descritos.  

Oligossacarídeos com ação prebiótica também são encontrados no grão-de-bico, 

cuja aptidão como veículo carreador de BALs probióticas tem sido estudada em bebidas 

vegetais fermentadas ou suplementadas com culturas probióticas, onde o grão-de-bico 

tem demonstrado contribuir para o crescimento e sobrevivência desses micro-organismos 

(WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et 

al., 2020; LOPES et al., 2020; RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020). 

 

3.4. GRÃO-DE-BICO 

 

O grão-de-bico (Cicer arietinum L.) é a segunda leguminosa mais produzida no 

mundo, com uma média de 12,1 milhões de toneladas ao ano. Os principais países 

produtores são a Índia, o Paquistão e a Turquia. No Brasil, as condições climáticas são 

favoráveis ao cultivo dessa leguminosa. O Cerrado e o norte de Minas Gerais são 

promissores para a produção de grão-de-bico, com produtividade de cerca de 2 a 4 

toneladas por hectare (FAO, 2018). 

O valor nutritivo e funcional do grão-de-bico se deve aos seus nutrientes, fibras 

dietéticas e compostos bioativos. Entre os macronutrientes, os carboidratos correspondem 

à maior parte, 62 a 70 %, principalmente oligossacarídeos (144,9 mg/g) (HUSSEIN et al., 
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2020), que têm função prebiótica (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006), como α-

galactosídeos, e polissacarídeos, como amido, cuja fração resistente ou não disponível é 

de 35 %. As fibras dietéticas compõem 18 a 22 %, dos quais 4 a 8 % são solúveis e 10 a 

18 %, insolúveis (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015; PITTAWAY et al., 2007; 

JUKANTI et al., 2012).  

O segundo nutriente em maior quantidade são as proteínas, com concentração que 

varia de 21 a 25 % (RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015), digestibilidade 

de 48 a 89,01 % e um pool completo de aminoácidos (WANG et al., 2010; KOU et al., 

2013). Essas proteínas não apenas têm uma proporção adequada de aminoácidos, como 

contêm todos os aminoácidos essenciais e por isto são de alto valor biológico. Entre os 

aminoácidos essenciais mais presentes, estão a leucina (8 a 8,5 g/100 g de proteína) 

(CORTÉS-GIRALDO et al., 2016; RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015), 

fenilalanina (5,3 a 6 g/100 g de proteína) (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015; 

CORTÉS-GIRALDO et al., 2016) e lisina (7 a 7,2 g/100 g de proteína) (RACHWA; 

NEBESNY; BUDRYN, 2015; CORTÉS-GIRALDO et al., 2016).   

Os lipídeos contribuem com a menor parte – 4 a 10 % - e, entre seus principais 

ácidos graxos, estão os insaturados, sobretudo linoleico (54,7 a 56,2 %), oleico (21,6 a 

22,2 %) e linolênico (0,5 a 0,9 %) (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015; ZIA-UL-

HAQ et al., 2007; SARMENTO et al., 2015).  

Entre os micronutrientes, os mais encontrados no grão-de-bico são as vitaminas 

do complexo B (tiamina – 0,52 mg/100 g e piridoxina – 0,75 mg/100 g) e minerais como 

potássio (1116 mg/100 g), fósforo (342 mg/100 g), magnésio (146 mg/100 g), cálcio (114 

mg/100 g), ferro (5,4 mg/100 g), sódio (5 mg/100 g), zinco (3,2 mg/100 g) e manganês 

(3,16 mg/100 g) (JUKANTI et al., 2012; THAVARAJAH; THAVARAJAH, 2012; EL-

ADAWY, 2002; NEPA/UNICAMP, 2011). 

Além de um rico conteúdo nutricional, o grão-de-bico é rico em substâncias 

bioativas não nutrientes, como compostos fenólicos (ácidos fenólicos e flavonoides) e 

carotenoides (AROOJ et al., 2021). Entre os compostos fenólicos, a predominância é de 

isoflavonoides (DE CAMARGO et al., 2019), com destaque para isoflavonas (153 a 340 

mg/100 g de grão-de-bico) (CANTELLI et al., 2017; SINGH et al., 2017). Além desses, 

encontram-se no grão-de-bico os peptídeos bioativos, , o que também expressam 

atividade antioxidante (FARIDY et al., 2020). 

Como alternativa viável à soja e ao leite, o grão-de-bico tem sido utilizado no 

desenvolvimento de bebidas vegetais em alguns estudos, os quais indicam sua aptidão 

como matriz alimentar na produção dessas bebidas, inclusive como veículo de probiótico 
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(SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et al., 2020; RINCON; BOTELHO; 

ALENCAR, 2020). 

Como matriz carreadora de agentes probióticos, a eficiência do grão-de-bico foi 

observada no estudo de Mesquita et al. (2020), em bebida vegetal de extratos de grão-de-

bico e coco fermentada, na qual L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 teve uma 

sobrevivência estável a 4 ºC e viabilidade superior a 8 log UFC/mL. Nas condições de 

refrigeração, os oligossacarídeos do grão-de-bico – rafinose, estaquiose e ciceritol -, por 

sua competência como prebióticos, têm demonstrado colaborar para a manutenção do 

crescimento e sobrevivência de BALs durante o tempo de vida de prateleira em contagens 

superiores a 106 de UFC/g (HUSSEIN et al., 2020). 

Na simulação das fases da digestão humana in vitro, confirmou-se a função 

protetora do grão-de-bico sobre L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 (MESQUITA et 

al., 2021). A resistência à acidez que essa estirpe demonstrou na fase gástrica pode ser 

explicada pelos mecanismos clássicos que as BALs utilizam quando em contato com o 

meio ácido, como a desaminação de aminoácidos (via arginina deaminase) e a 

descarboxilação de aminoácidos (via glutamato descarboxilase) (CORTÉS-GIRALDO et 

al., 2016; WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018). A hipótese levantada pelos autores 

é que os aminoácidos do grão-de-bico, como arginina (JUKANTI et al., 2012; CORTÉS-

GIRALDO, 2016), foram utilizados nos mecanismos de sobrevivência supracitados, 

pelos quais as células são protegidas de injúrias do pH ácido no estômago e, então, podem 

sobreviver até a passagem pelo intestino delgado (ID). 

Outra característica do grão-de-bico que se atribui ao seu efeito positivo na 

viabilidade de BALs probióticas é o volume de proteínas (SIDHU et al., 2020). Na 

passagem pelo ID, a proteína parece criar uma barreira física para a bactéria ao se ligar a 

uma parte dos sais biliares e, assim, protegê-la do ambiente muito álcali (pH 8,0) e da 

ação da bile, que tem propriedades antimicrobianas (MARAGKOUDAKIS et al., 2006; 

HAVENAAR; BRINK; HUIS, 1992). Desse modo, a proteína impede o acúmulo de bile 

e agregação de proteínas no citoplasma e comprometimento da homeostase celular da 

bactéria (SANCHEZ et al., 2008).  
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4. METODOLOGIA 

4.1. TIPO DE ESTUDO 

Trata-se de um estudo experimental quantitativo e qualitativo que foi subdividido 

nas seguintes etapas: (1) elaboração da bebida adicionada de L. paracasei LBC 81, (2) 

caracterização físico-química das bebidas antes do armazenamento e sob refrigeração, (3) 

análises microbiológicas durante a vida útil das bebidas, (4) determinação da 

sobrevivência de L. paracasei sob condições simuladas gastrointestinais, (5) 

determinação de bolores e leveduras e (6) determinação de sinérese. 

4.2. ELABORAÇÃO DO SUCO DE ABACAXI E O EXTRATO DE GRÃO-DE-

BICO 

O extrato vegetal de grão-de-bico e o suco de abacaxi foram produzidos no 

Laboratório de Técnica Dietética da Faculdade de Ciências Saúde (FS) da Universidade 

de Brasília (UnB), conforme os protocolos estabelecidos por Rincon, Botelho e Alencar 

(2020) e Campos et al. (2019), respectivamente. 

4.2.1. ELABORAÇÃO DO EXTRATO VEGETAL DE GRÃO-DE-BICO 

 O grão-de-bico (Bella Grãos, Agropecuária Garbanzo LTDA) utilizado na 

elaboração do extrato foi adquirido no comércio local de Brasília, Distrito Federal. A 

produção do extrato foi realizada em quatro etapas, que consistiram em reidratação, 

cocção, homogeneização e filtração do grão processado, para separação do resíduo e o 

extrato vegetal. O peso bruto de grão-de-bico que foi utilizado consistiu em 1.575,39 g.  

Na etapa de reidratação, grão-de-bico cru e água potável foram utilizados na 

proporção de 1:4 (uma parte de grão para quatro partes de água), respectivamente. O 

tempo de remolho foi de 10 horas, seguido de descarte da água.  Subsequentemente, 

cozinhou-se o grão-de-bico com água em uma proporção de 1:3 (uma parte de grão para 

três partes de água) em panela de pressão de uso doméstico (Rochedo®), a uma 

temperatura de 120 ºC e pressão de 2,0 atm, por 20 minutos (ao iniciar a pressão). Após 

a cocção, homogeneizou-se o grão-de-bico com a água que restou do cozimento e uma 

quantidade de água adicional para completar a proporção de 4 para 1 de massa seca 

(ThermomixTM, Vorwerk). Para finalizar, a mistura resultante foi coada em tecido voal 

para obtenção do extrato vegetal.  
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4.2.2. ELABORAÇÃO DO SUCO DE ABACAXI  

Para a produção de suco fresco e natural de abacaxi (Ananas comosus L., 

variedade Pérola), a polpa foi a parte utilizada. Um lote da fruta em estado adequado de 

maturação (SANTANA; MEDINA, 2000; BRASIL, 2012; CEAGESP, 2013) foi obtido 

do comércio local de Brasília (DF).  

Primeiramente, as frutas foram lavadas em 8 L de água corrente e sanitizadas com 

2,66 g (0,3325 % m/v) de Hidrosan Plus® (HidroAll) por 20 minutos. Após o processo de 

sanitização, o abacaxi foi descascado e cortado em pedaços e armazenado em porções de 

200 g em sacos plásticos selados a vácuo. As polpas obtidas foram, logo em seguida, 

armazenadas em ultra freezer (MDF U54VC) a -80 °C (CAMPOS et al., 2019).  

Para o preparo do suco, 400 g (controle), 360 g (tratamento 1) e 320 g (tratamento 

2) de polpa de abacaxi foram processados em liquidificador (Philips Walita® modelo 

RI2112/90) em potência 2 constante por 3 minutos (CAMPOS et al., 2019). Contudo, 

apenas os volumes de suco de abacaxi foram utilizados para a produção de F1, F2 e F3, 

respectivamente: 270 mL, 243 mL e 216 mL. O volume excedente foi reservado. 

 

4.2.3. ELABORAÇÃO DE DIFERENTES FORMULAÇÕES DA BEBIDA 

VEGETAL À BASE DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRÃO-DE-BICO 

A bebida foi elaborada com diferentes proporções do extrato de grão-de-bico e 

suco de abacaxi. Foram preparadas três formulações da bebida: (i) 100 % suco de abacaxi 

+ 0 % extrato de grão-de-bico; (ii) 90 % suco de abacaxi + 10 % extrato de grão-de-bico; 

(iii) 80 % suco de abacaxi + 20 % extrato de grão-de-bico. Dentre essas formulações, a 

formulação sem adição de extrato de grão-de-bico foi usada como controle do 

experimento. Todos os tratamentos foram divididos em três partes iguais para análises 

em triplicata, sendo distribuídos 270 mL em potes de vidro com tampa rosqueável. As 

bebidas foram transportadas em caixa térmica para o Laboratório de Higiene dos 

Alimentos para aplicação do tratamento térmico e realização das análises 

microbiológicas.  

Então, as formulações foram submetidas à pasteurização lenta a 65 ºC por 15 

minutos e, em seguida, resfriadas à temperatura ambiente e refrigeradas a 4 ºC. A partir 

dessas formulações refrigeradas, foi adicionado o concentrado de células da cultura de L. 

paracasei subsp. paracasei LBC 81 (DuPontTM). 
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4.3. CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS FORMULAÇÕES DE 

BEBIDA À BASE DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRÃO-DE-BICO 

As formulações foram avaliadas quanto às características físico-químicas antes da 

adição do concentrado de células de L. paracasei LBC 81. 

 

4.3.1. pH 

 

Para a medição do pH das diferentes formulações, foi usado um pHmetro de 

bancada digital (PHS – 3E, EVEN®). Mediu-se um volume de 10 mL de cada formulação 

em béquer de vidro, onde o bulbo do pHmetro foi inteiramente submerso. Após alguns 

segundos, com a estabilização do valor de potencial do eletrodo, este foi obtido em 

unidades de pH (IAL, 2008). 

 

4.3.2. ACIDEZ TITULÁVEL 

 

Para a determinação da acidez titulável, utilizou-se a metodologia descrita pelo 

Instituto Adolfo Lutz (2008). Para isso, foram coletados 10 mL de cada amostra, aos quais 

foram adicionados 100 mL de água destilada. Assim, realizou-se o procedimento de 

titulação convencional com solução de hidróxido de sódio (NaOH) na concentração de 

0,1 mol L-1 e indicador fenolftaleína. Para obtenção dos resultados, que foram expressos 

em g/100 g de ácido, a seguinte equação (equação 1) foi utilizada. 

 

Acidez titulável = V x f x M x 100      

   P 

Em que: 

V = volume de solução de NaOH gasto na titulação (mL) 

f = fator de correção da solução de NaOH 

P = massa da amostra (g) ou volume pipetado em mL 

M = molaridade da solução de hidróxido de sódio 
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4.3.3. SÓLIDOS SOLÚVEIS TOTAIS 

 

Para a determinação do teor de sólidos solúveis totais (TSST), utilizou-se um 

refratômetro digital (Atago, modelo 1T, Japão), segundo o método 932.12 (AOAC, 

2005). Com o auxílio de pipetas Pasteur descartáveis, coletaram-se alíquotas de cada 

amostra homogeneizada, que foram depositadas no visor do aparelho. Os resultados 

foram expressos em ºBrix. 

 

4.3.4. UMIDADE 

Determinou-se o teor de umidade das amostras segundo as Normas Analíticas do 

Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo o procedimento realizado em duas etapas. 

Primeiramente, pesaram-se as amostras (300 g) em recipientes de porcelana. 

Posteriormente, os recipientes foram colocados em estufa (Marconi, MA035) com 

circulação de ar a 60 ºC por um período de 24 horas, para evaporação parcial da água e 

concentração da matriz, até ser obtido peso constante.  

Então, pesaram-se 10 g de cada amostra em cadinhos, que foram colocados em 

estufa com circulação de ar a 105 ºC por 4 horas, até ser obtido peso constante. Para evitar 

o contato das amostras com a umidade do meio externo e mantê-las secas, foram dispostas 

em um dessecador de vidro com agente dessecante sílica gel. A diferença de peso foi 

calculada e os valores obtidos corresponderam à umidade a 105 ºC. O resultado do teor 

de umidade foi expresso em porcentagem de base úmida, utilizando-se a seguinte equação 

(equação 2): 

Umidade (%) = (m1 + m2) 

           mt 

 

Em que: 

 

m1 = massa de água evaporada na primeira etapa (g) 

m2 = massa de água evaporada na segunda etapa (g) 

mt = massa da amostra (g) 

 

 

4.3.5. RESÍDUO MINERAL 

 Para obtenção do teor de elementos minerais ou cinzas, aplicou-se o método 

945.45 (AOAC, 2005). Para isso, os cadinhos com 10 g de cada amostra que antes 

passaram pela estufa com circulação de ar a 105 ºC foram posicionados em mufla a 600 
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ºC (Edgcon 3P, EDG). Após essa etapa, foram pesados novamente. Determinou-se o 

conteúdo referente ao resíduo inorgânico ou mineral com a perda de matéria orgânica de 

cada amostra, assim como o percentual de cinzas, com a seguinte equação (equação 3): 

% Cinzas = 100 x mc 

   m 

   

Em que: 

mc = massa de cinzas (g) 

m = massa da amostra (g)  

 

4.3.6. PROTEÍNA 

Para determinação do teor de proteína das amostras, empregou-se o método de 

Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005). Aproximadamente, 2 g de cada amostra foram colocados 

em tubos de digestão de proteína contendo 1 g de mistura catalítica. Então, 3,5 mL de 

H2SO4 4 % foram adicionados e, em seguida, os tubos foram colocados no equipamento 

de digestão de proteína (Tecnal®, TE-007 MP), programado para temperatura de 450 ºC 

por cerca de 4 horas. 

Na sequência, os tubos foram retirados do bloco digestor e levados para destilação 

de nitrogênio no equipamento destilador (Tecnal®, TE – 0363). Para cada amostra, foram 

adicionados 7,5 mL de H3BO3 em béqueres de vidro e 4 gotas de azul de metileno foram 

usadas como indicador. 

Os tubos contendo as amostras e os béqueres com solução ácida (ácido bórico) 

foram colocados no destilador de proteínas. A solução de NaOH 50 % foi adicionada ao 

copo medidor do aparelho e, em seguida, iniciou-se o processo de destilação.  

Para finalizar, fez-se a titulação da solução destilada usando HCl 0,1 M até que as 

amostras atingissem o ponto de mudança de cor. O total de nitrogênio de cada amostra 

foi expresso em porcentagem pela seguinte equação (equação 4): 

 

% N = V x M x f x 14 x 100 

  m 

 

Em que: 

V = volume gasto da solução de HCl na titulação 

M = molaridade da solução de HCl 
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f = fator de correção da solução de HCl 

m = massa da amostra (mg) 

 

A quantidade de proteína presente em cada amostra foi determinada pela 

multiplicação do resultado para o teor de nitrogênio pelo fator de conversão de nitrogênio 

(% N), que é 6,25, conforme a seguinte equação (equação 5): 

% Proteína = % N x 6,25 

 

4.3.7. LIPÍDEO 

Para a determinação do teor lipídico total, empregou-se o método de extração Am 

5-04 (AOCS, 2005), utilizando o extrator de lipídeos (Ankom Technology, ANKOM 

XT15). Primeiramente, as amostras foram mantidas em estufa a 60 ºC por 24 horas, para 

evaporação parcial da água e concentração da matriz, conforme descrito no item 4.2.4. 

A medida de 1 g de cada amostra foi pesada em balança analítica (BEL 

Engineering), colocada em saco de extração de lipídeos e alocada em cartucho do extrator 

de lipídeos. Como solvente para o procedimento de extração, utilizou-se éter de petróleo. 

Depois, as amostras foram mantidas em estufa a 105 ºC por 1 hora, para evaporação do 

solvente; transferidas para o dessecador de vidro por 15 minutos, para manter as amostras 

secas e sem exposição à umidade; e, por fim, pesadas. 

Finalmente, para obtenção dos valores de lipídeo nas amostras calculou-se a 

diferença de massa após a extração, e a massa de cada amostra em base úmida também 

foi utilizada. Assim, o total de lipídeo das amostras foi determinado pela seguinte equação 

(equação 6): 

% Lipídeos = (100 x mL) 

        m 

 

Em que: 

 

mL = gramas de lipídeos extraídos 

m = gramas de amostra em base úmida 

 

 

 

4.3.8. CARBOIDRATO E VALOR CALÓRICO 
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Para a determinação do teor de carboidratos totais presente nas diferentes 

formulações, efetuou-se a diferença entre o percentual total e o somatório dos percentuais 

encontrados para umidade, proteína, lipídeo e cinzas, conforme o método 986.25 (AOAC, 

2005). Os valores de carboidratos totais foram obtidos pela seguinte equação (equação 

7): 

 

% CHO = 100 - % Umidade - % Proteína - % Lipídeo - % Cinzas 

 

Para o cálculo do valor energético de cada formulação, as quantidades em gramas 

de carboidratos, proteínas e lipídios foram multiplicadas por 4 Kcal, 4 Kcal e 9 Kcal, 

respectivamente, segundo Mahan e Escott-Stump (2005). 

 

4.3.9. FIBRA BRUTA 

Os procedimentos para a análise de determinação do teor de fibra bruta foram 

realizados conforme o método 978.10 da AOAC (2005), com modificação. 

Primeiramente, a partir das amostras que foram parcialmente secas na estufa a 60 ºC 

foram pesados aproximadamente 1,5g de cada amostra em saquinhos próprios para esta 

análise, que foram levados para estufa com circulação de ar a 105 ºC por 3 horas. 

Então, iniciaram-se os procedimentos de digestão ácida e básica. Para a digestão 

ácida, uma solução ácida foi preparada contendo 16 mL de H2SO4 1,25 % e 1.000 mL de 

água destilada. Os sacos contendo as amostras foram colocados em um Erlenmeyer onde 

foram imersos em solução ácida (AOAC, 2005). Em seguida, o Erlenmeyer contendo os 

sacos com as amostras foi autoclavado a 100 ºC por 30 minutos. Após isso, os sacos foram 

enxaguados com água destilada e colocados em Erlenmeyer com 1000 mL de água 

destilada, que foi autoclavado a 100 ºC por 30 minutos (AOAC, 2005).  

Para a digestão básica, uma solução básica contendo 25 mL de NaOH a 1,25 % e 

1000 mL de água destilada foi preparada e adicionada a um Erlenmeyer com os sacos 

contendo as amostras, que foi autoclavado a 100 ºC por 30 minutos. Depois disso, os 

sacos foram enxaguados com água destilada e colocados em um Erlenmeyer onde foram 

imersos em 1000 mL de água destilada, que foi autoclavado a 100 ºC por 30 minutos 

(AOAC, 2005). 

Por fim, os sacos foram imersos em acetona e expostos à temperatura ambiente 

para secar. Depois, foram colocados em estufa a 105 ºC por 2 horas e, finalmente, pesados 

(AOAC, 2005). 



38 
 

Para obtenção dos valores de fibra bruta nas amostras, calculou-se a massa de cada 

amostra em base úmida e em base seca. Assim, o total de fibra bruta das amostras foi 

determinado pela seguinte equação (equação 8): 

 

Cálculo 

% Fibras = (Pdg – Ps) ÷ (múmida x 100) 

 

Pdg = Peso da amostra após digestão e estufa (com saquinho) 

Ps = Peso do saquinho 

múmida = massa da amostra em base úmida 

 

4.4. ELABORAÇÃO DA BEBIDA ADICIONADA DE PROBIÓTICO 

4.4.1. OBTENÇÃO DA CULTURA ESTOQUE DE L. PARACASEI LBC 81 

A cultura de L. paracasei LBC 81 (DuPontTM) é uma cultura probiótica comercial 

que foi utilizada neste estudo. A cultura foi cultivada em meio de cultura MRS 

(Acumedia®) e incubada em estufa bacteriológica (Ethik Technology) a 37 °C por 

aproximadamente 16 horas. Um segundo subcultivo foi realizado em caldo MRS (inóculo 

de 2 %) e, posteriormente, foi centrifugado (2655 g, 4 °C, 10 minutos) (MESQUITA et 

al., 2020). O sedimento de células obtido foi lavado uma vez em solução salina a 0,85 % 

(Cromoline Química Fina) e, após, ressuspenso em 4 mL de caldo MRS adicionado de 

glicerol com concentração final de 20 %. A suspensão de células foi distribuída em tubos 

criogênicos (4 tubos com capacidade de 1 mL cada), que foram armazenados em 

ultrafreezer a -80 °C. Todos os experimentos foram realizados a partir dessa cultura 

estoque (MESQUITA et al., 2020). 

 

4.4.2. OBTENÇÃO DO CONCENTRADO DE CÉLULAS PARA ADIÇÃO NAS 

DIFERENTES FORMULAÇÕES 

A cultura estoque de L. paracasei LBC 81 foi ativada em 5 mL de caldo MRS e 

incubada em estufa bacteriológica a 37 °C por 16 horas. A cultura ativa foi inoculada 

(inóculo de 1 %) em nove tubos contendo 30 mL de caldo MRS e imediatamente incubada 

a 37 °C por 16 horas. A cultura crescida foi centrifugada (2655 g, 4 °C, 10 minutos) e o 

sedimento de células obtido foi lavado em solução salina a 0,85 %. Em seguida, a 

suspensão de células em salina foi centrifugada nas mesmas condições mencionadas 

anteriormente (MESQUITA et al., 2020).  
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O sedimento de células de cada tubo foi ressuspendido nas diferentes formulações 

da bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico. Após a homogeneização, as 

bebidas adicionadas do concentrado de células foram submetidas a análises 

microbiológicas e físico-químicas. Uma parte das formulações foi armazenada a 4 °C e 

analisada com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento (MESQUITA et al., 2020).  

 

4.4.3. ANÁLISE DAS BEBIDAS ADICIONADAS DO CONCENTRADO DE 

CÉLULAS 

4.4.3.1. ANÁLISE MICROBIOLÓGICA 

4.4.3.1.1. DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE DE L. PARACASEI LBC 81 

As diferentes formulações da bebida de abacaxi e extrato de grão-de-bico foram 

analisadas quanto à viabilidade de L. paracasei LBC 81. As bebidas foram submetidas a 

diluições seriadas em solução salina a 0,85 % e, posteriormente, as diluições selecionadas 

foram plaqueadas pela técnica Drop plate em placas de Petri contendo ágar MRS. As 

placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Após o período de incubação, determinou-

se o número de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) (FLEMING MCFEETERS; 

BREIDT, 2001).  

 

4.4.3.1.2. DETERMINAÇÃO DE BOLORES E LEVEDURAS 

As diferentes formulações das bebidas foram avaliadas quanto à presença de 

bolores e leveduras pela técnica de plaqueamento Pour plate. O volume de 1 mL de cada 

formulação foi transferido para uma placa de Petri vazia e, imediatamente, foram 

adicionados aproximadamente 20 mL do meio ágar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol 

(DRBC) (Neogen®, Michigan, USA). Posteriormente, as placas foram incubadas em 

estufa bacteriológica a 25 °C por 5 dias. Após a incubação, as placas contendo entre 15 e 

150 colônias foram selecionadas para determinação do número de UFC (BEUCHAT e 

COUSIN, 2001). 

 

 

4.4.3.2. ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

As diferentes formulações da bebida foram analisadas quanto ao pH, acidez 

titulável, sólidos solúveis totais e sinérese antes e durante o armazenamento a 4 °C. O 
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procedimento metodológico foi realizado conforme descrito nos itens 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3, 

4.3.3.2.2, 4.3.3.3. 

 

4.4.3.2.1. DETERMINAÇÃO DE SINÉRESE 

A avaliação da estabilidade física das formulações das bebidas probióticas foi 

determinada dentro de um período de 72 horas a 4 ºC, por meio de análise de separação 

de fase (ZAABOUL et al., 2019). O volume de 10 mL de cada formulação foi transferido 

para tubos de vidro e avaliado a cada 24 horas. A separação de fases das formulações foi 

determinada com auxílio de uma régua (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020). 

 

4.5. DETERMINAÇÃO DA SOBREVIVÊNCIA DE L. PARACASEI LBC 81 EM 

SUCOS GASTROINTESTINAIS SIMULADOS IN VITRO 

As formulações da bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico 

adicionadas do concentrado de células de L. paracasei LBC 81 foram avaliadas quanto à 

sobrevivência a condições simuladas gástricas e intestinais no 7º dia de armazenamento 

em refrigeração (4 ºC). 

           Simulação gástrica: o suco gástrico foi preparado de acordo com Bautista-Gallego 

et al. (2013), com modificação. Neste experimento, utilizou-se suco gástrico sintético, 

que foi elaborado com NaCl (0,205 g/L), K2HPO4 (0,06 g/L), KCl (0,037 g/L) e água 

destilada. Na sequência, o pH da solução tampão foi ajustado para 2,0 com solução HCl 

1 M. A solução foi autoclavada a 121ºC por 15 minutos e, antes do uso, foi adicionada de 

pepsina (0,0133 g/L) (Dinâmica®, Indaiatuba, Brasil). 

         Como primeiro procedimento da simulação da digestão em suco gástrico sintético, 

alíquotas de 500 µL das bebidas foram adicionadas a 500 µL de suco gástrico e incubadas 

em estufa bacteriológica a 37 ºC por 90 minutos. O tempo de exposição ao suco gástrico 

foi estabelecido com base no estudo de Calabuig-Jiménez et al. (2019).  Com o término 

do período de incubação das respectivas formulações, os tratamentos foram centrifugados 

(6797 g, 4 ºC, 5 minutos) e submetidos a diluições seriadas em solução salina a 0,85 %. 

As diluições seriadas selecionadas foram plaqueadas pela técnica Drop plate em placas 

contendo ágar MRS (Kasvi®, Espanha). As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas. 

Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do mesmo modo, procedeu-se com a 

suspensão de células em bebida de suco de abacaxi sem extrato de grão-de-bico 

(controle). 
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        Simulação intestinal: o suco pancreático foi preparado com solução tampão 

contendo fosfato de sódio dibásico (5,081 g/L), NaCl (0,85 g/L), sais biliares (0,3 g/L) 

(Sigma-Aldrich®, New Zealand) e água destilada. O pH foi ajustado para 8,0 com auxílio 

de solução de NaOH 1 M. A solução foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos e, antes do 

uso, adicionou-se pancreatina (0,1 g/L) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, 

USA/Steinheim, Germany). 

 Alíquotas de 500 µL das bebidas foram adicionadas a 500 µL de suco 

pancreático e, em seguida, incubadas em estufa bacteriológica a 37 ºC por 90 minutos. O 

tempo de exposição ao suco pancreático foi estabelecido com base no estudo de Calabuig-

Jiménez et al. (2019).  Com o término do período de incubação das respectivas 

formulações, os tratamentos foram centrifugados (6797 g, 4 ºC, 5 minutos) e submetidos 

a diluições seriadas em solução salina a 0,85 %. As diluições seriadas selecionadas foram 

plaqueadas pela técnica Drop plate em placas contendo ágar MRS. As placas foram 

incubadas a 37 ºC por 24 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do 

mesmo modo, procedeu-se com a suspensão de células em bebida de suco de abacaxi sem 

extrato de grão-de-bico (controle). 

           Sucessão gástrica e intestinal: este processo foi realizado conforme os métodos 

descritos anteriormente. No entanto, a bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-

bico foi exposta aos sucos gástrico e pancreático sequencialmente: a exposição ao suco 

gástrico foi com adição de alíquotas de 500 µL de bebida a 500 µL de suco gástrico, 

incubação por 90 minutos em estufa bacteriológica a 37 ºC, seguida de centrifugação 

(6797 g, 4 ºC, 5 minutos). Nessa ordem, procedeu-se à exposição da bebida ao suco 

pancreático, com adição de 1 mL de suco pancreático, incubação por 90 minutos a 37 ºC, 

centrifugação (6797 g, 4 ºC, 5 minutos) e ressuspensão do pellet em solução salina a 0,85 

% (Cromoline Química Fina). As diluições seriadas selecionadas foram plaqueadas pela 

técnica Drop plate em placas contendo ágar MRS. As placas foram incubadas em estufa 

a 37 ºC por 24 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do mesmo modo, 

procedeu-se com a suspensão de células em bebida de suco de abacaxi sem extrato de 

grão-de-bico (controle). 
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4.6. DESENHO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

O desenho experimental do estudo inclui 3 formulações e cinco diferentes 

medidas em intervalos de tempo de armazenamento (exceto para análise de composição 

centesimal, bolores e leveduras e de sobrevivência a condições simuladas do trato 

gastrointestinal). Todos os experimentos foram realizados três vezes, e os resultados 

foram apresentados como média + erro padrão. A análise de variância (ANOVA) e o teste 

de Tukey foram usados para calcular diferenças significativas em p < 0,05. Os dados 

analisados em intervalos de tempo de armazenamento também foram submetidos a 

análise de regressão. As análises foram realizadas usando o software SAS (SAS Institute 

Inc., Cary NC, versão 9.4). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DE DIFERENTES FORMULAÇÕES DE BEBIDA 

DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRÃO-DE-BICO 

A composição centesimal das formulações de bebida de suco de abacaxi e extrato 

de grão-de-bico foi determinada antes da pasteurização e adição do concentrado de 

células de L. paracasei subsp paracasei LBC 81 (Tabela 1).  

Tabela 1 - Composição centesimal das bebidas 

Variáveis 
Formulações (F)¹ 

EPM p-valor 
F1 F2 F3 

Umidade (%) 88,09a 88,25a 88,97a 0,1931 0,1359 

Lipídeos (%) 0,20a 0,21a 0,20a 0,0063 0,8436 

Proteínas (%) 0,83c 0,99b 1,12a 0,0423 <0,0001 

Cinzas (%) 0,21b 0,22b 0,35a 0,0243 0,0041 

Fibra bruta (%) 0,05b 0,15b 0,48a 0,0718 0,0084 

Carboidratos(%) 10,59a 10,02ab 8,99b  0,2755 0,0208 
1F1 = 100 % suco de abacaxi; F2 = 90 % suco de abacaxi + 10 % extrato de grão-de-bico; 

F3 = 80 % suco de abacaxi + 20 % extrato de grão-de-bico. 

Médias seguidas das mesmas letras na linha não diferem estatisticamente uma da outra (p 

> 0,05) pelo teste Tukey. 

EPM: erro padrão da média 

Entre os valores para o teor de umidade das formulações, não se observaram 

diferenças significativas (p > 0,05), assim como para o teor de lipídeos. A adição de 

extrato de grão-de-bico às bebidas não alterou significativamente (p > 0,05) o percentual 

de lipídeos das formulações, visto quenão se observou variação entre os percentuais de 
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lipídeos da formulação controle (F1) e das formulações com 10 % (F2) e 20 % de extrato 

(F3). Esse resultado era previsto, uma vez que tanto o suco de abacaxi como o extrato de 

grão-de-bico possuem baixas concentrações de lipídeos (suco de abacaxi: entre 0,1 % e 

0,26 %; extrato de grão-de-bico: cerca de 0,39 %), portanto as diferenças nas quantidades 

de extrato e/ou suco adicionadas não modificaram o teor de lipídeos das bebidas 

(GHAFARI; ANSARI, 2018; ANSES, 2020; RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020). 

Os valores de proteínas entre as formulações apresentaram diferenças 

significativas (p < 0,05) à medida que maior foi o volume de extrato de grão-de-bico 

adicionado. A formulação elaborada com 20 % de extrato (F3) apresentou o maior 

percentual de proteínas entre as formulações. Esses resultados são esperados, uma vez 

que frutas possuem baixa concentração de proteínas (FAO, 1981; SESI, 2020) e o grão-

de-bico é um alimento rico em proteínas (WANG et al., 2010; KOU et al., 2013; 

RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015). Além disso, como o suco de 

abacaxi contém, em média, 0,43 % de proteína e o extrato de grão-de-bico, 2,1 %, é 

coerente que o menor percentual de proteína obtido tenha sido na bebida elaborada 

somente com suco de abacaxi (GHAFARI; ANSARI, 2018; RINCON; BOTELHO; 

ALENCAR, 2020). 

Quanto ao teor de cinzas, os valores médios obtidos mostram que houve 

diferenças significativas (p < 0,05) entre a formulação controle (F1) e a formulação com 

90 % de suco de abacaxi e 10 % de extrato de grão-de-bico (F3), tal como entre a 

formulação com 80 % de suco de abacaxi e 20 % de extrato (F2) e F3. O percentual de 

cinzas obtido para a formulação com 10 % de extrato de grão-de-bico (F2) não apresentou 

diferença significativa (p > 0,05) quando comparada a F1 (100 % suco de abacaxi). No 

entanto, com o acréscimo de 20 % de extrato de grão-de-bico observou-se aumento 

significativo (p < 0,05) em relação às formulações F1 e F2. Assim, demonstrou-se que 

quanto maior o percentual de extrato adicionado maior foi o teor de cinzas da bebida.  

Esses resultados estão de acordo com os resultados obtidos para a bebida de suco de 

abacaxi do estudo de Ghafari e Ansari (2018), em que as bebidas adicionadas de sacarose 

ou inulina apresentaram percentuais de cinzas significativamente maiores (p < 0,05) do 

que a bebida controle (suco de abacaxi sem adição de prebiótico e/ou cultura probiótica). 

Para os valores médios de fibra bruta, observaram-se diferenças significativas 

entre os valores obtidos para F1 e F3 (p < 0,05), com variação de 0,05 % na formulação 

controle (F1) a 0,48 % na formulação com 20 % de extrato de grão-de-bico (F3). Outra 

diferença significativa observada foi entre as formulações com diferentes percentuais de 

extrato de grão-de-bico (F2 e F3). Para a bebida F3, com apenas 10 % a mais de extrato 
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de grão-de-bico, obteve-se 0,48 % de fibra bruta, enquanto para F2 obteve-se 0,15 %. 

Esses dados confirmam que o extrato de grão-de-bico contribui com a maior parte do total 

de fibra bruta presente nas bebidas. No entanto, sabe-se que esse valor poderia ser ainda 

maior, considerando-se que na etapa de filtração do grão-de-bico cozido e processado, do 

suco de abacaxi e das bebidas em coador de voal houve retenção de uma boa parte de 

resíduo vegetal e, portanto, de fibra bruta. 

Com relação aos valores médios de carboidratos, houve diferenças significativas 

(p < 0,05) entre o valor médio obtido para a formulação elaborada controle (F1) e a 

formulação com o maior teor de extrato de grão-de-bico (F3), assim como entre a 

formulação com 10 % de extrato de grão-de-bico (F2) e a formulação com 20 % de extrato 

(F3). Com a adição de extrato de grão-de-bico, que contém 3,39 % de carboidrato, 

diminuiu-se a proporção de carboidrato da bebida, haja vista que o suco de abacaxi (sem 

diluição em água) contém entre 12,1 % e 12,49 % (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 

2020; ANSES, 2020; GHAFARI; ANSARI, 2018). Assim, quanto maior o volume de 

suco de abacaxi e menor o volume de extrato adicionado, maior foi o teor de carboidratos 

da bebida. 

 

5.2. CARACTERIZAÇÃO DAS DIFERENTES FORMULAÇÕES DE BEBIDA DE 

SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRÃO-DE-BICO DURANTE 

ARMAZENAMENTO REFRIGERADO 

 As bebidas elaboradas com suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico foram 

avaliadas quanto à variação do pH (Figura 1a), acidez titulável (Figura 1b) e sólidos 

solúveis (Figura 1c) durante 28 dias de armazenamento a 4 ºC. 
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c) 

 

 

Figura 1 – Variação de pH, acidez titulável (g/100 g de ácido) e sólidos solúveis 

(ºBRIX) em bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico suplementadas com 

concentrado de células de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 durante um 

período de estocagem de 28 dias a 4 ºC.  

5.2.1. pH 

O pH de todas as formulações da bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-

bico sofreu declínio progressivo no decorrer do tempo de armazenamento de 28 dias a 4 

ºC, como mostrado na Figura 1a. O valor médio de pH da bebida controle (F1) no tempo 

inicial foi 3,6, com redução a 2,9 no 28º dia. Na formulação F2, o pH inicial foi 3,8 e, 

entre o 21º e o 28º dia, houve redução para 3,0. A formulação F3, com 20 % de extrato 

de grão-de-bico, apresentou pH inicial 3,9 e, entre o 14º e o 28º dia de estocagem, pH 3,0. 

Houve interação significativa (p < 0,05) entre os valores médios de pH das diferentes 

formulações com o tempo de estocagem. Quanto maior o tempo de estocagem, maior foi 

a redução de pH das bebidas.  
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Uma vez que o extrato de grão-de-bico tem pH 6,25, esperava-se que em função 

da adição de extrato às formulações F2 e F3 haveria manutenção da estabilidade do pH, 

sobretudo em relação à formulação controle (F1) (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 

2020). No entanto, a Figura 1a demonstra que a tendência foi de declínio e os resultados 

finais foram similares para todas as bebidas. 

O decréscimo observado foi devido à produção de ácidos orgânicos, entre os quais 

o ácido láctico, como produtos finais do metabolismo fermentativo da bactéria, que 

consome glicose e frutose do substrato para o seu crescimento (COSTA et al., 2013; 

PALACHUM; CHOORIT; CHISTI, 2021; MOUSAVI et al., 2011). Outros estudos com 

bebidas à base de suco de abacaxi suplementadas com diferentes espécies de 

Lactobacillus e adicionadas de prebióticos apresentaram semelhante tendência de 

redução de pH (NGUYEN et al., 2019; CAMPOS et al., 2019; PALACHUM; CHOORIT; 

CHISTI, 2021).  

O decréscimo de pH nas bebidas F1 e F2 foi ajustado pelo modelo linear, sendo 

descrito pela equação de 1° grau (Figura 1a e Tabela 2), enquanto o decréscimo de pH da 

bebida F3 foi ajustado pelo modelo polinomial, sendo descrito pela equação de 2º grau 

(Figura 1a e Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Equações de regressão e valor r² de diferentes parâmetros (acidez titulável, 

pH, viabilidade e sólidos solúveis) de bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-

bico durante 28 dias de armazenamento a 4 ºC. 

EPE: erro padrão da estimativa 

 

5.2.2. ACIDEZ TITULÁVEL 

A redução de pH das bebidas foi confirmada pelo aumento da acidez titulável 

(AT) ao longo do tempo de armazenamento (Figura 1b). Independentemente do tipo de 

formulação da bebida, o aumento da AT apresenta o comportamento linear que é 

Variáveis 

Formulações 

(F)1 Equações de regressão r2 EPE 

Acidez titulável   ŷ = 8.5160  0.2726x 0.973 0.18 

pH 

F1 ŷ= 3.6420 - 0.0276x 0.7957 0.1785 

F2  ŷ = 3.7720 - 0.0317x 0.8467 0.1725 

F3 

ŷ = 3.9423 - 0.0724x + 

0.0019x2 0.9284 0.1558 

Viabilidade   

ŷ = 8.1591 + 0.0435x - 

0.0012x2 0.8167 0,1096 

Sólidos solúveis   ŷ = 12.6760 - 0.00176x 0.8116 0.1082 



48 
 

observado na Figura 1b. Os valores médios de AT foram aproximadamente 8 % no tempo 

0, 10 % no 7º dia, 12 % no 14º dia, 14 % no 21º dia e 16 % no 28º dia. Não houve interação 

significativa (p > 0,05) da AT nas diferentes formulações da bebida com o tempo de 

armazenamento.  

No estudo de Campos et al. (2019), o declínio de pH também acompanhou o 

aumento de AT na bebida de abacaxi com cultura de L. rhamnosus GG e o fator tempo 

de armazenamento não foi significativo (p > 0,05). Ghafari e Ansari (2018) também 

observaram que o pH de suas bebidas de suco de abacaxi acrescidas de sacarose, inulina 

e suplementadas com L. casei e L. rhamnosus reduziu significativamente (p < 0,05), com 

variação de acidez em relação ao tempo não significativa (p > 0,05). 

 

5.2.3. SÓLIDOS SOLÚVEIS TOTAIS 

O teor de sólidos solúveis é outra variável que apresentou decréscimo no decorrer 

do armazenamento das bebidas (Figura 1c). No tempo inicial (tempo 0), o valor médio de 

SST para as bebidas foi 12,6 ºBRIX; no 7º dia, 12,7 ºBRIX; no 14º dia, cerca de 12,3 

ºBRIX; no 21º dia, observou-se decréscimo para 12,2 ºBRIX; e no 28º dia o valor de SST 

continuou em 12,2 ºBRIX. De tal modo, não houve interação significativa (p > 0,05) entre 

o teor de sólidos solúveis nas diferentes formulações das bebidas com o tempo de 

armazenamento. Assim como no presente estudo, os achados de Ghafari e Ansari (2018) 

em bebidas de suco de abacaxi suplementadas com L. casei, L. rhamnosus e inulina foram 

de redução de pH e SST, porém houve interação significativa (p < 0,05) com o tempo de 

armazenamento.  

O decréscimo de SST ocorreu em razão do consumo de carboidratos (entre os 

quais, açúcares disponíveis) e proteínas, como fonte de nitrogênio, por L. paracasei 

(HOSSAIN et al., 2020; PALACHUM; CHOORIT; CHISTI, 2021).  A redução de SST 

está associada à redução de pH e aumento de AT observados nas bebidas. O resultado 

obtido para SST foi ajustado pelo modelo linear que é descrito pela equação de 1º grau 

(Figura 1c e Tabela 2). 

 

5.3. BOLORES E LEVEDURAS 

As bebidas de abacaxi e extrato de grão-de-bico foram avaliadas quanto à presença 

de bolores e leveduras. Durante o período de armazenamento, observou-se baixa 

contaminação (2 a 4 colônias), sendo a maioria < 1,0 UFC/mL. Esse resultado demonstra 
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que com até 28 dias de armazenamento a bebida poderá ser consumida com segurança, 

quando for considerado o parâmetro microbiológico de bolores e leveduras.  

 

5.4. SINÉRESE 

Independentemente do tempo de armazenamento, as formulações das bebidas 

apresentaram diferenças significativas (p < 0,05) quanto à estabilidade física (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Sinérese de bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico 

suplementadas com concentrado de Lactobacillus paracasei subsp paracasei 

LBC 81 independente do tempo de estocagem. 

 

O valor médio de sinérese foi maior na bebida acrescida de 10 % de extrato de 

grão-de-bico (F2). A sinérese em bebidas elaboradas com suco de fruta pode ocorrer em 

função da presença de enzimas deteriorantes em sucos de frutas (peroxidase, 

polifenoloxidase e pectina-metilesterase), assim como pela interação entre proteína e 

pectina (JUKANTI, 2017; ISLAM et al.; 2021; SIEBERT, 1999). A separação de fases e 

a sedimentação no fundo do tubo ocorrem, também, em decorrência da produção de 

ácidos orgânicos e outros metabólitos do metabolismo fermentativo da bactéria (ISLAM 

et al., 2021). Além disso, prolina (no suco de abacaxi e no grão-de-bico), 

proantocianidinas (no suco de abacaxi) e polissacarídeos também contribuem para essas 

modificações físicas observadas (SIEBERT, 1999). A interação entre amilose e 

amilopectina (do amido do grão-de-bico) e a retrogradação da amilopectina podem ter 
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ocorrido, sobretudo na formulação com sinérese estatisticamente superior (F2) aos 

resultados obtidos para as demais bebidas (F1 e F3) (PERERA; HOOVER, 1999; ISLAM 

et al., 2021; WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; KARIM; NORZIAH; SEOW, 

2000).  

 

5.5. VIABILIDADE DE Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 DURANTE 

ESTOCAGEM DE 28 DIAS A 4 ºC 

 

A sobrevivência de L. paracasei subsp paracasei LBC 81 nas diferentes 

formulações de bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico durante 28 dias de 

armazenamento a 4 ºC é apresentada na Figura 3. 

a) 

 

 

 

 

b) 
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Figura 3 - Viabilidade de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 em 

formulações de bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico durante estocagem 

de 28 dias a 4 ºC. 

Como a Figura 3a ilustra, independentemente do tempo de armazenamento a 

viabilidade de L. paracasei foi significativamente (p < 0,05) maior na formulação F3 (7 

log UFC/mL) e significativamente (p < 0,05) menor na formulação F1 (6 log UFC/mL). 

Este resultado demonstra que a adição de extrato de grão-de-bico conferiu um papel 

protetor à estirpe, sobretudo na formulação com o maior percentual de extrato (F3).  

O grão-de-bico é uma leguminosa rica em carboidratos e fibras com função 

prebiótica e proteínas, assim como em minerais (Ca, Fe, Mg, Mn, P e Zn) e aminoácidos 

livres (CORTÉS-GIRALDO et al., 2016; DAI et al., 2017; RACHWA-ROSIAK; 

NESBENY; BUDRYN, 2015; BELL, 2003). No entanto, a formulação com 20 % de 

extrato de grão-de-bico (F3) apresentou o menor percentual de carboidratos. O valor 

médio de F3 foi significativamente (p < 0,05) menor que o valor obtido para F1 (controle). 

Esse resultado mostrou que os carboidratos não foram, portanto, o fator diferencial para 

a maior viabilidade de L. paracasei LBC 81 na bebida com 20 % de extrato de grão-de-

bico (F3).  

Por outro lado, considerando-se que o percentual de proteína no extrato de grão-

de-bico é 2,1 % (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020), enquanto no suco de abacaxi 

é cerca de 0,43 % (GHAFARI; ANSARI, 2018), é possível que a presença de aminoácidos 

do grão-de-bico, entre os quais a arginina, tenha sido favorável à sobrevivência de L. 
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paracasei, por serem essenciais para sua atividade metabólica e defesa frente às condições 

de estresse ácido e baixa temperatura (WANG; CUI; QU, 2018; MARTINEZ-

VILLALUENGA et al., 2006; SIDHU et al., 2020; HUSSEIN et al., 2020; SAARELA et 

al., 2006; DONKOR et al., 2007; NUALKAEKUL; DEEPIKA; 

CHARALAMPOPOULOS, 2012; PIMENTEL et al., 2015).  

Segundo Papadimitriou et al. (2016), o metabolismo de aminoácidos livres é 

crucial para a resistência ao estresse em bactérias lácticas. Esses mesmos autores afirmam 

que a desaminação e a descarboxilação de aminoácidos livres estão entre as principais 

rotas para de proteção cruzada favoráveis ao crescimento e sobrevivência de BALs em 

condições de estresse. BALs com potencial probiótico podem tolerar acidez neutralizando 

seu citoplasma através de vias de descarboxilação ou desaminação de aminoácidos 

disponíveis no meio (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018). Por meio dessas vias, o 

acúmulo de aminoácidos intracelular aumenta o pH do citoplasma e a célula consegue se 

manter protegida. A arginina desaminase, enzima chave no metabolismo de aminoácidos 

para o controle do pH citoplasmático, converte a arginina a ornitina, que é utilizada para 

a produção de ATP, dióxido de carbono e amônia. A amônia é uma substância alcalina que 

neutraliza ácidos (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; WANG; CUI; QU, 2018; 

WU et al., 2012). A glutamato descarboxilase, outra enzima chave expressas pelas BALs, 

é responsável pela conversão de glutamato a ƴ-aminobutirato, que também aumenta o pH 

intracelular em estresse ácido (WANG; CUI; QU, 2018). 

O percentual de fibra bruta obtido para a formulação com 20 % de extrato de grão-

de-bico foi significativamente (p < 0,05) maior que os percentuais de F1 e F2, sendo 

compatível com a maior viabilidade de L. paracasei em F3. Esse resultado indica que a 

adição de 20 % de extrato de grão-de-bico pode ter contribuído com mais fibras 

prebióticas quando comparado às bebidas F1 e F2, podendo ter conferido proteção 

adicional às células em condições de baixo pH e temperatura (SAARELA et al., 2006). A 

suplementação de bebidas à base de suco de fruta com fibras prebióticas como β-glucana, 

inulina e FOS tem demonstrado manter a viabilidade e estabilidade de estirpres 

probióticas nesses produtos (SAARELA et al., GHAFARI; ANSARI, 2018; PIMENTEL 

et al., 2015). Na Figura 3b, em que a viabilidade de L. paracasei é observada em relação 

ao tempo de armazenamento, é possível observar que a contagem aumentou do tempo 

inicial ao 7º dia (8,1 log UFC/mL a 8,5 log UFC/mL) e sofreu discreta redução no 14º dia 

(8,4 log UFC/mL), seguida de discreto aumento no 21º dia (8,5 log UFC/mL) e um ligeiro 

decréscimo no 28º dia (aproximadamente 8,5 log UFC/mL). O aumento da viabilidade de 
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L. paracasei seguido de decréscimo independentemente do tipo de bebida corresponde a 

um modelo polinomial ajustado pela equação de 2° grau (Figura 3b e Tabela 3).  

 

Tabela 3 – Equações de regressão e valor r2 de diferentes parâmetros (acidez titulável, 

pH, viabilidade e sólidos solúveis) de bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-

bico durante 28 dias de armazenamento a 4 ºC. 

EPE: Erro Padrão da Estimativa 

 

Assim como neste estudo, no estudo de Fonseca (2022) com suco de maracujá 

fermentado com cultura mista de Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 e 

Lacticaseibacillus L. paracasei LBC 81, a viabilidade observada durante estocagem por 

28 dias a 4 ºC também foi acima de 8 log UFC/mL, mesmo com redução de pH a um 

valor de 3,51. A variação nas contagens de células viáveis no presente estudo difere do 

que se observou no estudo de Ghafari e Ansari (2018) com bebidas de suco de abacaxi 

suplementadas com L. rhamnosus e L. casei  e adicionadas de inulina, em que a tendência 

observada foi de redução durante os 28 dias de armazenamento a 4 ºC, resultando em uma 

viabilidade entre 4,53 e 6,45 log UFC/mL, inferior aos valores obtidos para a bebida de 

suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico (GHAFARI; ANSARI, 2018). Por outro lado, 

de modo semelhante ao que se observou neste estudo em relação ao comportamento de 

L. paracasei LBC 81, em bebidas de extratos de grão-de-bico e coco adicionadas de 

diferentes teores de açúcar e fermentadas, a tendência também foi, independentemente da 

formulação, de crescimento da população dessa estirpe ao longo do tempo de 

armazenamento (MESQUITA et al., 2020). A viabilidade final, independentemente do 

tempo, ultrapassou 8,0 log UFC/mL, próximo ao valor médio obtido para as bebidas de 

suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico. Outra semelhança entre o presente estudo e o 

estudo de Mesquita et al. (2020) é o decréscimo de pH e SST e o aumento de AT e como 

isso não afetou a viabilidade final (MESQUITA et al., 2020). Certamente, os compostos 

Variáveis 

Formulações 

(F)1 Equações de regressão r2 EER 

Acidez titulável   ŷ = 8.5160  0.2726x 0.973 0.18 

pH 

F1 ŷ= 3.6420 - 0.0276x 0.7957 0.1785 

F2  ŷ = 3.7720 - 0.0317x 0.8467 0.1725 

F3 

ŷ = 3.9423 - 0.0724x + 

0.0019x2 0.9284 0.1558 

Viabilidade   

ŷ = 8.1591 + 0.0435x - 

0.0012x2 0.8167 0,1096 

Sólidos solúveis   ŷ = 12.6760 - 0.00176x 0.8116 0.1082 



54 
 

nitrogenados presentes no extrato de grão-de-bico em ambas as bebidas contribuíram para 

esses resultados de viabilidade. Segundo Nualkaekul, Salmeron e Charalampopoulos 

(2011), a concentração mínima de proteína sugerida para manter a viabilidade probiótica 

é 0,3 %. Baixo percentual de proteína (0,04 %) foi associado a redução na viabilidade de 

L. paracasei subsp paracasei em suco de maçã adicionado de oligofrutose e armazenado 

nas mesmas condições que as bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico 

(PIMENTEL et al., 2015). 

O aumento da viabilidade de L. paracasei no início do armazenamento (Figura 

3b) demonstra que todas as bebidas formuladas podem ser consideradas excelentes 

substratos para essa estirpe. Contudo, no final do armazenamento houve um pequeno 

decréscimo da viabilidade de L. paracasei. Esse comportamento é esperado, visto que no 

final do armazenamento a bactéria pode sofrer danos fisiológicos decorrentes de baixas 

temperaturas, que lentificam reações químicas e inibem o crescimento bacteriano, e os 

próprios metabólitos gerados pela cultura podem estar associados à redução da 

viabilidade (VOGADO et al., 2018). Somado a isso, as BALs são anaeróbias e 

aerotolerantes, e algumas cepas de Lactobacillus suportam uma concentração de até 21 

% de oxigênio. Essas bactérias são desprovidas de catalase e não sintetizam componentes 

da cadeia de transporte de elétrons. Assim, o substrato é utilizado para produzir adenosina 

trifosfato (ATP) pelo metabolismo fermentativo e sofre reações de oxidação e redução 

mediadas por NADH, cuja oxidação envolve a redução de oxigênio molecular via NADH 

oxidase (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004). Todavia, esse processo pode resultar 

em redução incompleta de oxigênio molecular e gerar espécies reativas de oxigênio que 

se difundem através da membrana da célula do micro-organismo. O acúmulo desses 

metabólitos tóxicos causa danos oxidativos e consequente morte celular (BOZA-

MENDÉZ et al., 2012; HIGUCHI; YAMAMOTO; KAMIO, 2000). Além disso, com a 

redução do pH, mais energia na forma de ATP o micro-organismo precisa consumir para 

manter um pH de homeostase entre os ambientes extracelular e intracelular. Esse 

equilíbrio é possível com a ação da ATPase, que hidrolisa ATP para gerar a energia que o 

transporte de prótons do citoplasma para o exterior da célula precisa (CORCORAN et al., 

2005).   

 Assim, o esgotamento de substrato energético e as injúrias do ambiente ácido à 

parede celular da bactéria deixam-na suscetível à redução na viabilidade 

(NUALKAEKUL; CHARALAMPOPOULOS, 2011). É importante ressaltar que o 

decréscimo de viabilidade observado foi inferior a 1 log UFC/mL e não comprometeu a 

funcionalidade da bebida, pois a contagem da estirpe permaneceu acima do limite mínimo 
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estabelecido para uma bebida ser considerada probiótica (WGO, 2017; GROM et al.; 

2020; RANADHEERA et al., 2019; HILL et al.; 2014). 

Assim como neste estudo, em que a adição de extrato de grão-de-bico acentuou a 

sobrevivência de L. paracasei LBC 81 em suco de abacaxi, outros estudos também têm 

demonstrado que o suco de abacaxi quando suplementado pode acentuar a viabilidade de 

estirpes probióticas (NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021; GHAFARI; ANSARI, 

2018; PALACHUM; CHOORIT; CHIST, 2021). Ghafari e Ansari (2018) observaram 

que em suco de abacaxi suplementado com Lactobacillus casei (ATCC 39392) e 

Lactobacillus rhamnosus (ATCC 1637) a adição de inulina proporcionou aumento 

significativo (p < 0,05) na viabilidade destas estirpes em 28 dias de armazenamento a 4 

°C. Outros autores mostraram que em suco de abacaxi fermentado com L. acidophilus 

LA-5 a adição de soro de coalhada não comprometeu a viabilidade da estirpe em 28 dias 

a 4 °C (ISLAM et al., 2021). Palachum, Choorit e Chist (2021) também demonstraram 

que, quando suplementado, o suco de abacaxi é um bom substrato para o crescimento de 

Lactobacillus. Após 21 dias de armazenamento a 4 ºC, o suco de abacaxi fermentado com 

extrato de malte apresentou viabilidade de L. plantarum WU-P19 entre 5,8 e 5,9 log 

UFC/mL, enquanto na bebida controle (sem extrato de malte) a viabilidade foi 

aproximadamente 5,6 log UFC/mL. Independentemente da suplementação com extrato 

de malte, todas as bebidas apresentaram contagens de células viáveis acima de 1011 em 

100 mL do produto. 

 

 

5.6. VIABILIDADE DE Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 APÓS 

EXPOSIÇÃO AOS SUCOS GÁSTRICO E INTESTINAL 

 

A viabilidade de L. paracasei nas diferentes formulações da bebida após 

exposição ao suco gástrico, intestinal e exposição sucessiva aos sucos gástrico e intestinal 

é apresentada na Figura 4. 

 

a)  
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b) 

  

 

 

Figura 4 – Viabilidade de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 adicionada 

às bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico após exposição a 

condições do trato gastrointestinal in vitro. 

 

Independentemente do tipo de formulação da bebida, a viabilidade de L. paracasei 

foi significativamente (p < 0,05) maior após exposição ao suco gástrico, com viabilidade 

superior a 8 log UFC/mL (Figura 4a). O segundo maior valor médio obtido para 

viabilidade foi após exposição ao suco intestinal, aproximadamente 6 log UFC/mL 

(Figura 4a), enquanto a menor viabilidade foi após a exposição sucessiva aos sucos 

gástrico e intestinal, cerca de 5 log UFC/mL (Figura 4a). 

A viabilidade dessa estirpe também foi maior após exposição ao suco gástrico 

quando presente em bebida elaborada com extratos de grão-de-bico e coco. A taxa de 
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sobrevivência foi 99,47 % na bebida fermentada, sendo significativamente (p < 0,05) 

maior do que na bebida suplementada com L. paracasei LBC 81, em que a taxa de 

sobrevivência foi a segunda maior, aproximadamente 90 % (MESQUITA et al., 2021). 

Outros estudos também demonstraram que L. paracasei em substratos diversos pode 

sobreviver mediante exposição ácida, como em leite fermentado enriquecido ou não 

enriquecido com biomassa de banana verde, refrigerado ou congelado, onde se alcançou 

valores finais de viabilidade entre 7 e 8 log UFC/mL (VOGADO et al., 2019; 

CAVALCANTI et al., 2019).  

Tais resultados demonstram que essa estirpe pode apresentar uma tolerância 

intrínseca ao ambiente ácido ou capacidade de se adaptar a este meio, pois uma vez 

exposta a esta e outras condições de estresse celular a bactéria pode sofrer alterações na 

expressão de genes envolvidos em mecanismos de adaptação (VAN DE GUCHTE et al., 

2002). Expulsão de prótons, descarboxilação de aminoácidos e indução de proteínas de 

choque ácido são outros mecanismos de resposta ao processo de adaptação da cepa às 

condições adversas que se apresentam à sua sobrevivência, todos em função de conferir 

proteção celular contra injúrias letais próprias do estresse ácido (VAN DE GUCHTE et 

al., 2002).    

No suco de abacaxi, L. paracasei LBC 81 pode ter se adaptado ao ambiente ácido 

e ativado mecanismos de resistência que a protegeram de condições ácidas mais letais. 

Vários mecanismos de defesa ao ambiente ácido já foram constatados em bactérias 

lácticas (VAN DE GUCHTE et al., 2002; SANCHEZ et al., 2008; SIDHU et al., 2020; 

WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018).  

Alguns estudos com suco de abacaxi com e sem prebiótico suplementados com 

diferentes espécies de Lactobacillus têm demonstrado sua sobrevivência ao estresse 

gástrico e intestinal simulado in vitro (NGUYEN et al. 2019; CAMPOS et al., 2019). L. 

plantarum 299V e L. acidophilus La5 tiveram maior redução de viabilidade quando 

expostos ao estresse gástrico, diferente do resultado obtido no estudo de Campos et al. 

(2019), com bebida mista de juçara e abacaxi, em que se observou maior redução na 

viabilidade de L. rhamnosus GG após as fases entéricas.  

Com a exposição ao suco intestinal, as contagens totais de F1, F2 e F3 foram, 

respectivamente, 6 log UFC/mL, 5 log UFC/mL e 7 log UFC/mL, sem diferenças 

significativas (p > 0,05) entre os diferentes tratamentos em relação ao tipo de exposição. 

A maior sensibilidade de L. paracasei ao suco intestinal pode estar associada à presença 

de sais biliares. Os sais biliares são considerados altamente tóxicos aos micro-organismos 

e as membranas bacterianas são seus principais alvos de ação (BUSTOS et al., 2018). 
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Esses mesmos autores afirmam que a tolerância aos sais biliares é dependente da cepa e 

apresenta extrema variabilidade ainda que dentro do mesmo gênero ou espécie.  

 A exposição ao suco gástrico seguida da exposição ao suco intestinal demonstrou 

ser a condição mais letal para L. paracasei LBC 81 na formulação controle (F1). A 

viabilidade de L. paracasei em F1 sofreu redução estatisticamente significativa (p < 0,05) 

de 8 log UFC/mL (após exposição ao suco gástrico) para menos que 4 log UFC/mL, após 

a exposição aos dois sucos digestivos.  No estudo de Vogado et al. (2019), também se 

observou alto percentual de redução da viabilidade de L. paracasei LBC 81 quando 

exposta aos sucos gástrico e intestinal de forma sequencial. Esse decréscimo na 

viabilidade após exposição ao duodeno e ao íleo também foi observado em ensaio de 

digestão simulada de Fonseca (2022) com cultura mista de Lacticaseibacillus L. 

paracasei LBC 81 e Lactiplantibacillus L. plantarum CCMA 0743 em suco de maracujá 

fermentado. Mesmo com a exposição ao pH 2,0 da pepsina (esôfago e estômago), a 

viabilidade da cultura foi 7,18 log UFC/mL, enquanto os valores médios obtidos após 

passagem pelo duodeno (pancreatina e sais biliares, pH 5,0, 30 minutos) e íleo (pH 6,5, 

60 minutos) foram 5,83 e 5,77 log UFC/mL, respectivamente. 

Neste estudo, diferentemente do que ocorreu com a viabilidade de L. paracasei na 

formulação controle (F1), a adição de extrato de grão-de-bico à bebida acentuou 

significativamente (p < 0,05) a viabilidade após exposição sucessiva aos sucos gástrico e 

intestinal (Figura 4b). Na bebida controle, a viabilidade de L. paracasei LBC 81 após 

exposição sequencial aos sucos gástrico e intestinal foi significativamente (p < 0,05) 

menor em relação à exposição ao suco intestinal, 6 log UFC/mL. As formulações com 

extrato de grão-de-bico (F2 e F3) demonstraram ser as mais protetoras com relação à 

estirpe (Figura 4b), com viabilidade após a exposição sequencial significativamente (p < 

0,05) maior nas formulações com extrato de grão-de-bico (F2 e F3). Embora a bebida F3 

tenha apresentado viabilidade maior (8 log UFC/mL) que o observado para a bebida F2, 

não houve diferença estatística entre os resultados de viabilidade.   Com a exposição ao 

suco gástrico, a pepsina pode desfazer a ligação peptídica entre aminoácidos, degradar a 

membrana celular dos micro-organismos e causar danos que os tornam mais suscetíveis 

ao poder letal da ação dos sais biliares na exposição ao suco intestinal, pois facilita efeitos 

como estresse osmótico, acidificação intracelular e outros efeitos dos sais no citoplasma 

da célula bacteriana que comprometem mais a viabilidade do micro-organismo 

(CHAMPAGNE; GARDER, 2008; BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005; THANASSI; 

CHENG; NIKAIDO, 1997). Ácidos biliares e enzimas digestivas (lipases, proteases e 



59 
 

amilases) têm ação de ruptura da membrana celular da bactéria, podendo assim prejudicar 

sua viabilidade (YAO et al., 2018; YAO et al., 2020). 

Com a adição de extrato de grão-de-bico às formulações F2 e F3, a viabilidade de 

L. paracasei ao estresse sequencial passou a não apresentar diferença significativa (p > 

0,05) em relação à exposição ao suco intestinal. Para a formulação F2, com 90% de suco 

de abacaxi e 10% de extrato de grão-de-bico, obteve-se aproximadamente 5 log UFC/mL 

tanto após exposto ao suco intestinal como após a exposição sequencial. Para a 

formulação F3, com 80% de suco de abacaxi e 20% de extrato de grão-de-bico, obteve-

se um valor médio superior ao de F2, cerca de 7 log UFC/mL, porém sem diferença 

estatística.  

Essa proteção conferida durante o estresse sequencial pode ter relação com a 

composição química do grão-de-bico, especialmente aminoácidos e micronutrientes 

(minerais e vitaminas), considerando-se que os percentuais de proteínas foram 

significativamente maiores (p < 0,05) em F2 e F3 e o percentual de cinzas foi 

significativamente (p < 0,05) maior em F3. Aminoácidos são utilizados no metabolismo 

das BALs para a manutenção de funções vitais, atividade metabólica, crescimento 

microbiano e resistência às condições de estresse (WANG; CUI; QU, 2018). Valina, 

leucina, isoleucina, arginina e prolina são alguns dos aminoácidos que são acumulados 

no interior do citoplasma das BALs como resposta ao estresse (WANG; CUI; QU, 2018). 

Para a defesa de L. paracasei em condições letais, aminoácidos do grão-de-bico, como 

arginina e glutamato, podem ter sido, respectivamente, desaminado e descarboxilado 

pelas BALs para o seu acúmulo intracelular, um mecanismo que aumenta o pH 

citoplasmático, neste caso com vistas a resistir à ação surfactante e deletéria de dos sais 

biliares (VAN DE GUCHTE et al., 2002; DE ANGELIS; GOBBETTI, 2004; FIOCCO 

et al., 2020; CASAROTTI; PENNA, 2015; CORTÉS-GIRALDO et al., 2016; WANG; 

CHELIKANI; SERVENTI, 2018). O consumo de arginina pela via da arginina 

desaminase também gera energia na forma de ATP para a manutenção desse sistema de 

proteção das BALs. As fibras, encontradas em percentuais significativamente (p < 0,05) 

maiores nas bebidas F2 e F3, podem ter contribuído para a maior viabilidade de L. 

paracasei nestas formulações devido à sua função prebiótica e capacidade de 

imobilização física da bactéria (referência). Além disso, os exopolissacarídeos da parede 

celular das BALs têm sua produção aumentada em condições ácidas e formam barreira 

física contra a ação de sais biliares, ácido e estresse osmótico, o que melhora a resposta 

do micro-organismo aos fatores agressores (BOKE; ASLIM; AVCI, 2010; URIOT et al., 

2017; ALP; ASLIM, 2010; CAGGIANIELLO; KLEEREBEZEM; SPANO, 2016).  
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6. CONCLUSÃO 

  

 As bebidas de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico demonstraram-se 

substratos  adequados para a incorporação de L. paracasei LBC 81. A adição de extrato 

de grão-de-bico aumentou os teores de proteínas, fibra bruta e resíduo mineral das 

bebidas. A viabilidade da estirpe não foi comprometida pela adição do extrato de grão-

de-bico, apresentando uma população de L. paracasei superior ao mínimo recomendado 

para um produto ser considerado probiótico. As formulações, incluindo a formulação sem 

adição de extrato de grão-de-bico, apresentaram redução de pH e aumento da acidez 

titulável durante os 28 dias de armazenamento. Além disso, as formulações elaboradas 

com extrato de grão-de-bico acentuaram a sobrevivência de L. paracasei LBC 81 após 

exposição sequencial aos sucos gástrico e intestinal. A bebida F3, em termos de proteínas, 

resíduo mineral e fibra bruta, sobressaiu-se à bebida F2, contudo não foi o suficiente para 

que demonstrasse diferenças significativas (p < 0,05) quanto à viabilidade em estocagem 

e após digestão sequencial in vitro. Assim, ambas as formulações apresentaram os 

resultados esperados com o acréscimo de extrato. O extrato de grão-de-bico pode ser 

utilizado como prebiótico e protetor da estirpe L. paracasei LBC 81 em suco de abacaxi, 

sem ter influência em características físico-químicas como pH, acidez titulável e sólidos 

solúveis totais, assim como na estabilidade do produto a 4 ºC, temperatura que está dentro 

da faixa recomendada para produtos probióticos (MORTAZAVIAN et al., 2007; 

TRIPATHI; GIRI, 2014). Portanto, a bebida de suco de abacaxi e extrato de grão-de-bico 

demonstrou excelente aptidão como matriz carreadora para a estirpe L. paracasei LBC 

81. Assim, esta bebida pode ser uma alternativa de bebida probiótica exclusivamente 

vegetal e à base de suco de fruta. Para verificação da aceitabilidade da bebida, a análise 

sensorial deve ser realizada. 
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