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RESUMO – Os probióticos, quando administrados em quantidades adequadas, oferecem benefícios 

à saúde, mas algumas cepas não sobrevivem às condições adversas do trato gastrointestinal (TGI). 

Portanto, é fundamental avaliar a viabilidade dessas cepas sob condições simuladas do TGI. Este 

estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade do Lactobacillus rhamnosus livre em condições 

gastrointestinais in vitro, utilizando um modelo que simula as fases gástrica e entérica. Os 

resultados mostraram a taxa de sobrevivência da cepa e o impacto das condições simuladas na sua 

integridade e funcionalidade. Conclui-se que L. rhamnosus apresenta boa sobrevivência nas 

condições simuladas, com viabilidade para sua aplicação em produtos alimentícios funcionais. 

 

ABSTRACT – Probiotics, when administered in adequate amounts, provide health benefits, but 

some strains do not survive the adverse conditions of the gastrointestinal tract (GIT). Therefore, it is 

essential to assess the viability of these strains under simulated GIT conditions. This study aimed to 

evaluate the viability of free L. rhamnosus under in vitro gastrointestinal conditions, using a model 

that simulates the gastric and enteric phases. The results showed the survival rate of the strain and 

the impact of the simulated conditions on its integrity and functionality. It was concluded that L. 

rhamnosus exhibits good survival under the simulated conditions, with viability for its application 

in functional food products. 
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Alimentos Funcionais. 
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1. INTRODUÇÃO 
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A utilização de culturas bacterianas probióticas estimula a multiplicação de bactérias benéfi-

cas, em detrimento à proliferação de bactérias potencialmente prejudiciais, reforçando os mecanis-

mos naturais de defesa do hospedeiro (Puupponen-Pimiä et al., 2002). Pode promover direta, ou 

indiretamente vários benefícios à saúde, incluindo proteção contra microrganismos patogênicos, 

inflamação, hipertensão, diabetes, melhoria de condições como intolerância à lactose, câncer, aler-

gias e doenças hepáticas, atividade anticolesterolêmica, o fortalecimento da resistência a infecções, 

estresse oxidativo, modulação do microbioma e modulação imunológica (Novik, Savich, 2020 ).  

O L. rhamnosus está presente no trato gastrointestinal de humanos e animais, desempenhan-

do um papel fundamental na manutenção da saúde intestinal e no equilíbrio da microbiota (Petrova 

et al., 2021; Leser, Backer, 2024). Estudos tem relatado que o L. rhmanosos é capaz de prevenir, 

tratar ou aliviar alguns sintomas associados à obesidade, depressão, doenças cardiovasculares e dis-

túrbios gastrointestinais (Cameron et al., 2017; Chen et al., 2019).  

A administração oral de microrganismos resulta em uma grande perda da viabilidade, devi-

do à passagem pelo sistema gastrointestinal, sendo injuriados pela elevada acidez do estômago e a 

presença de sais biliares ao alcançar o intestino. Para que o probiótico exerça a sua função e forneça 

os benefícios à saúde do hospedeiro, é necessário que ele sobreviva às condições gastrointestinais, 

como o baixo pH e a presença de enzimas digestivas (Naissinger et al., 2021). Os probióticos ofere-

cem inúmeros benefícios à saúde, mas as cepas adicionadas aos alimentos devem permanecer viá-

veis durante o processamento e o armazenamento. Isso garante uma ingestão adequada e um núme-

ro final de microrganismos viáveis (10⁶ - 10⁷ UFC/g) (Tripathi; Giri, 2014). No Brasil, a legislação 

recomenda limites mínimos de 108 – 1010 UFC/100g na recomendação diária do produto pronto 

para consumo e por grupo populacional (BRASIL, 2020).  

Para avaliar a eficácia desse microrganismo em formulações alimentícias, torna-se essencial 

então compreender sua viabilidade durante a passagem pelo trato digestório. Dessa forma, este es-

tudo busca analisar a resistência de L. rhamnosus em condições que simulam a digestão humana. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Culturas probióticas 

 Para esta pesquisa foi utilizado o microrganismo probiótico L. rhamnosus, cedido pela 

empresa Sacco Brasil. A cultura permaneceu armazenada em temperatura de –18 °C. 



 
2.2 Viabilidade do probiótico em condições gastrointestinais in vitro 

 O teste de viabilidade dos microrganismos probióticos frente a condições gastrointestinais 

seguiu o protocolo descrito por Madureira et al. (2011) e Naissinger et al. (2021), que simula as 

seções do trato gastrointestinal. As análises foram realizadas em triplicata.  Para o preparo do 

inóculo a cultura probiótica (1 g) foi ativada em caldo MRS  (100 mL) e incubada durante 15 h a 37 

°C. Após, foi centrifugada (MPW – 351R) a 4670 x g por 15 min em centrífuga refrigerada (4 °C) e 

lavada em solução de NaCl (0,85 % m/v) por duas vezes.A análise foi conduzida em uma 

incubadora refrigerada tipo Shaker (Marconi, Brasil), mantida a 37 °C. Foram utilizadas alíquotas 

de 1 g de células probióticas adicionadas de 9 mL de água peptonada, e após submetidas às mesmas 

condições para simulação gastrointestinal. Previamente foram preparadas e esterilizadas em 

autoclave uma solução ácida (HCl 0,1 mol/ L) e uma solução básica (NaHCO3 0,1 mol/L) para 

ajuste do pH das amostras (Figura 1).   

Figura 1 - Estágios da simulação gastrointestinal (estômago, duodeno e íleo) do L. rhamnosus. 

 

 O pH inicial foi ajustado a 6,9, para simular a acidez da boca, permanecendo em shaker 

com rotação de 200 rpm por 2 min. Na etapa esôfago-estômago foi utilizado 25 mg/mL de pepsina 

(Sigma, USA) em HCl 0,1 mol/L. Esta solução foi adicionada 0,05 mL, durante toda a fase gástrica, 

seguindo as seguintes etapas de pH/tempo: 5,5/10 min, 4,6/10 min, 3,8/10 min, 2,8/20 min, 2,3/20 

min e 2,0/20 min a 130 rpm. Na etapa referente ao duodeno foi utilizada uma concentração de 0,25 

mL de uma solução de 2 g/L de pancreatina (Sigma, USA) e 12 g/L de sais biliares bovinos (Sigma, 

USA), preparadas em NaHCO3 0,1 mol/L, com pH 5,0 e permanecendo por 20 min a 50 rpm. A 

etapa referente ao íleo ajustou-se o pH para 6,5 com NaHCO3 0,1 mol/L, e adicionada 0,25 mL de 



 
solução enzimática (2 g/L de pancreatina e 12 g/L de sais biliares bovinos). A amostra permaneceu 

por 90 min a 50 rpm. Ao final de cada etapa foi retirada a amostra e submetida à análise de 

contagem de células probióticas viáveis. 

2.3 Contagem de células probióticas 

 Para a contagem de células probióticas seguiu-se metodologia de Naissinger et al. (2021), 

com adaptações. Para a análise foram realizadas diluições seriadas, e alíquotas de 1,0 mL foram 

transferidas para placas de Petri para plaqueamento por profundidade. O meio do crescimento do 

gênero L. rhamnosus foi produzido com caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Kasvi, Brasil), 

adicionado de 1% de Tween 80 (Synth, Brasil). Após a inoculação, as placas foram incubadas 

invertidas em jarra de anaerobiose, em estufa bacteriológica (Tecnal, Brasil) a 37 °C por 72 h.  

2.4 Análise estatística 

Todas as análises foram realizadas em triplicata, e os resultados submetidos a análise de va-

riância (ANOVA teste de Tukey, a nível de 95% de confiança) utilizando o software Statistic 7.0. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A viabilidade da cepa L. rhamnosus livre foi avaliada em condições que simulam a 

digestão gastrointestinal humana. Conforme apresentado na Figura 2, observou-se uma redução 

significativa na contagem da cepa após a fase gástrica, com perda aproximada de 2 log UFC/g. No 

entanto, houve uma manutenção durante a fase intestinal, resultando em uma viabilidade final 

superior a 10⁶ UFC/g. Esse resultado indica que uma proporção relevante das células sobreviveu ao 

processo digestivo simulado, com um índice de viabilidade de 68,7%. 

Figura 2 – Contagem de L. rhamnosus em simulação de digestão in vitro. Média ± Desvio 

Padrão. Letras iguais na barra indicam não haver diferença significativa a nível de 5% (teste de Tukey). 

 



 
 Estudos anteriores apontam que a sobrevivência de probióticos ao trato gastrointestinal 

pode variar consideravelmente. Naissinger et al. (2021) relataram reduções entre 1 e 4 log UFC/g 

em diferentes cepas probióticas durante a passagem pelo sistema digestivo. Leser e Baker (2024) 

ressaltam que, embora os probióticos interajam com o hospedeiro ao longo de todo o trato 

gastrointestinal, as interações mais significativas ocorrem no intestino delgado, devido às suas 

características anatômicas e funcionais e à menor densidade bacteriana nessa região.  

A resistência ao ambiente gástrico e às secreções biliares é uma característica essencial para 

que uma cepa seja considerada probiótica. O pH ácido do estômago, associado à presença de 

enzimas digestivas e sais biliares no intestino delgado, representa um desafio para a viabilidade 

microbiana (Carvalho Lima et al.., 2009; FAO/WHO, 2002). Estudos apontam que o tempo médio 

de trânsito gastrointestinal pode chegar a 6 h (Dimitrellou et al., 2016), tornando fundamental a 

avaliação da estabilidade das cepas probióticas sob essas condições. 

 A adesão às células epiteliais intestinais é outro fator determinante, permitindo a 

colonização, a modulação da microbiota intestinal e a promoção de benefícios como a melhora da 

digestão, proteção contra patógenos e potenciais efeitos anticarcinogênicos (Verruck et al., 2020). 

No entanto, para que esses efeitos sejam alcançados, é necessário que os microrganismos cheguem 

vivos e em quantidades adequadas ao intestino. A viabilidade observada para L. rhamnosus sugere 

um potencial promissor para sua aplicação em alimentos funcionais, garantindo que uma quantidade 

significativa de células viáveis atinja o intestino e possa exercer seus efeitos benéficos à saúde. 

 

4. CONCLUSÃO 

 Os resultados deste estudo indicam que L. rhamnosus livre apresenta uma taxa de 

sobrevivência relevante no trânsito gastrointestinal simulado, com viabilidade final superior a 10⁶ 

UFC/g. Desse modo, demonstra uma viabilidade adequada para potencial colonização intestinal. 

Esses achados reforçam o potencial da cepa como probiótico funcional em formulações alimentares.  
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