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RESUMO – A bactéria ácido-láctica Lactobacillus casei CSL3 foi suplementada em sorvete com objetivo de 

avaliar sua viabilidade sob condições simuladas do trânsito gastrointestinal e armazenamento do produto. Em 

todas as fases do trânsito gastrointestinal avaliadas, foram observadas contagens > 6 log UFC.g-1, e ao final de 

180 dias de armazenamento sob -18 ºC, foram observadas contagens > 10 log UFC.g-1. Conclui-se que o 

sorvete é uma matriz alimentar eficaz para assegurar a sobrevivência de L. casei CSL3, pois protegeu das 

condições do trânsito gastrointestinal e de armazenamento do produto. 

 
ABSTRACT – The lactic acid bacteria Lactobacillus casei CSL3 was supplemented in ice cream in order to 

assess its viability under storage and simulated gastrointestinal transit conditions. In all phases of 

gastrointestinal transit evaluated, counts > 6 log UFC.g-1 were observed, and at the end of 180 days of storage 

under -18 ºC, counts > 10 log UFC.g-1 were observed. It is concluded that ice cream is an effective food matrix 
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to ensure the survival of L. casei CSL3, as it protected from the conditions of gastrointestinal transit and product 

storage. 
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1. INTRODUÇÃO 

Microrganismos probióticos, além de conferirem benefícios ao hospedeiro, devem ser capazes não só de 

sobreviver ao processamento industrial, mas também de manter sua viabilidade e funcionalidade ao final das 

etapas de produção, distribuição e ingestão do alimento (FAO/WHO 2001; Ranadheera et al. 2010). Logo, 

inúmeros testes devem ser realizados no intuito de garantir a segurança e os benefícios atribuídos ao seu 

consumo, sua capacidade de resistir às barreiras impostas pelo trato gastrointestinal, mantendo-se viável e 

também, de resistir ao estresse sob o processamento e armazenamento em diferentes matrizes alimentares em 

concentração recomendada de 6-7 log UFC. g-1 (FAO/WHO 2002; Morelli, 2007; Ranadheera et al. 2010). 

Alimentos lácteos fermentados são os veículos mais utilizados, atualmente, para a comercialização de 

alimentos probióticos, uma vez que são armazenados em cadeia do frio e possuem período de validade reduzido 

(Antunes et al., 2004). Além disso, seu processo de fabricação proporciona uma melhor adaptação dos 

microrganismos às diferentes concentrações de pH em que são expostos durante o processo digestivo, ponto 

decisivo para assegurar sua viabilidade e potencial probiótico ao colonizar o intestino, proporcionando 

benefícios à saúde do hospedeiro (Chen et al. 2012; Rodrigues et al. 2019).  

 Inúmeros estudos sugerem que o sorvete seja um alimento adequado para a suplementação com 

probióticos, devido ao processamento e armazenamento sob baixas temperaturas, em virtude de possuir 

essencialmente proteínas e gorduras em sua composição e, principalmente, por favorecer a sobrevivência dos 

microrganismos durante o processo de armazenamento/comercialização (Homayouni et al., 2012; Ranadheera et 

al. 2012). Ademais, seu sabor adocicado e textura macia, o tornam um alimento aceito por todas as faixas 

etárias, aumentando assim o interesse do setor industrial em investir na comercialização de produtos com apelo 

de saudabilidade, como os probióticos (Cruz et al., 2009; ABIS, 2019). 

Lactobacillus casei CSL3, foi isolado de silagem de colostro bovino por Vitola et al. (2018) e 

apresentou segurança e potencial probiótico in vitro. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

viabilidade de L. casei CSL3 suplementado em sorvete, durante a simulação ao trânsito gastrointestinal 

simulado e o armazenamento de congelamento prolongado. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Primeiramente, realizou-se o cultivo de L. casei CSL3, em caldo De Man Rogosa & Sharpe (MRS) por 

18 horas a 37 °C, sob agitação constante a 130 oscilações/minuto. Em seguida, o caldo foi centrifugado a 4.165 

g, por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e, sobre o pellet foi adicionado leite em pó desnatado 

reconstituído esterilizado (10% m/v), congelado e depois liofilizado. A contagem de células viáveis liofilizadas, 



 

 

 

foi realizada em placas contendo ágar MRS, incubadas à 37 °C, por 48 horas, sob anaerobiose. E a bactéria 

liofilizada foi armazenada a -70 ºC, até sua utilização.  

Para realização da análise de viabilidade, o sorvete foi obtido no comércio local da cidade de Pelotas/RS 

e mantido sob refrigeração até a realização do estudo. As células liofilizadas de L. casei CSL3 foram 

ressuspensas em leite integral na proporção de 1:30 (1 g de cultura liofilizada para 30 mL de leite integral 

esterilizado) e incubadas em agitador (Agimaxx®) a 150 rpm por 30 min a 37 °C. Na sequência, 0,1% da 

cultura probiótica (14 log UFC.g-1) foi adicionada ao sorvete, sendo misturada com uma espátula por 30 

segundos para homogeneização adequada. As amostras foram distribuídas em recipientes plásticos de 100 mL e 

armazenadas a -18 °C, até o momento da análise. 

Para a simulação in vitro do trânsito gastrointestinal (TGI) foi utilizada a metodologia descrita por 

Madureira et al. (2010), com modificações de Vitola et al. (2020). O teste foi realizado sob 60 dias de 

armazenamento onde, 10 g de sorvete foram adicionadas a 90 mL de solução salina acidificada em pH 2,5 e em 

seguida, levados ao equipamento Stomacher por 30 segundos, para a simulação da mastigação. Logo após, 

segregou-se a amostra em frasco esterilizado, adicionando-se a enzima pepsina. Foi realizada a primeira 

contagem em placas (Antes do gástrico – AG) com ágar MRS sendo as mesmas incubadas à 37 ºC, por 48 h, em 

anaerobiose. O conjunto permaneceu em equipamento Shaker por 90 minutos, a 130 rpm e 37 ºC. Na sequência 

foi realizada a segunda contagem em placas (Pós gástrico – PG) e incubação nas mesmas condições citadas 

anteriormente. O pH foi alterado com solução de bicarbonato de sódio 1M até o pH 5. Posteriormente, 

adicionou-se pancreatina e bile, sendo levado novamente para o Shaker, por 20 minutos, a 45 rpm e 37 ºC. 

Realizou-se a terceira contagem em placas (Duodeno – D). Após, foi adicionado novamente solução de 

bicarbonato de sódio 1M para se obter o pH 6,5, o frasco foi para o Shaker por mais 90 minutos, 45 rpm e 37 ºC. 

Realizou-se a última contagem em placas (Íleo – I). 

As análises microbiológicas para o monitoramento da viabilidade da bactéria foram realizadas em 

triplicata: após a preparação do sorvete (tempo 0) e em 30, 90 e 180 dias de armazenamento congelado, 

conforme descrito por Cruxen et al. (2017). Para determinação da contagem de células viáveis, 10 g de amostra 

foram homogeneizados em 90 mL de água peptona a 0,1% (Oxoid®). Após, foram realizadas diluições decimais 

em série (até 10-10) e inoculados 0,1 mL da suspensão em placas de Petri contendo ágar MRS. As placas foram 

colocadas sob condições anaeróbias e incubadas durante 48 horas a 37 °C.  

As análises estatísticas foram realizadas no programa Graphpad Prism® 6.0 através dos testes: One-way 

Anova e Tukey para correlação de variância entre os períodos, considerando-se o nível de significância de 

(p<0,05). 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Segundo demonstrado na Figura 1, houve diferença significativa entre todas as fases de simulação do 

TGI (p<0,0001). No teste de Tukey, observou-se que ocorreram reduções significativas entre as fases AG vs D, 

AG vs I e PG vs D (p<0,0001, p=0,0078 e p<0,0001 respectivamente) e aumento significativo entre as fases D 

vs I (p=0,0001) indicando que embora tenha ocorrido uma redução na fase do Duodeno, a bactéria foi capaz de 

se multiplicar na fase de Íleo, onde o pH estava próximo da neutralidade. Observou-se ainda, que durante todas 

as fases simuladas, L. casei CSL3 manteve-se viável e ao final apresentou contagens superiores ao preconizado 

pela FAO/WHO (2002) podendo-se afirmar, que possui potencial probiótico quando suplementada em sorvete, 

podendo colonizar o intestino. 

Figura 1: Viabilidade de L. casei CSL3 suplementado em sorvete sob as condições do trânsito gastrointestinal 

simulado in vitro. 
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Fonte: Autores 

 No estudo de Vitola et al. (2020), ao avaliar as condições de simulação do TGI do queijo petit-suisse, 

verificaram que a viabilidade da bactéria L. casei CSL3, não foi afetada, apresentando contagens finais > 7 log 

UFC.g-1 em ambas formulações (livre e imobilizada em abacaxi), Ames (2019) também observou contagens 

finais satisfatórias > 7 log UFC.g-1 no iogurte com a bactéria imobilizada e, no presente estudo, as contagens 

finais de L. casei CSL3 foram > 9 log UFC.g-1, evidenciando que a utilização do sorvete como matriz alimentar 

foi capaz de influenciar positivamente na sobrevivência da bactéria durante o processo digestivo. 

Conforme pode ser observado na Figura 2, na análise de variância, houve diferença significativa ao 

longo do período de armazenamento (p<0,0001). E no pós teste de Tukey, entre os períodos, observou-se 

reduções significativas no tempo 0 vs 30, 0 vs 90 e 0 vs 180 com valor de p<0,0001e, entre os dias 90 vs 180 

com valor de p=0,0230, indicando que o sorvete, embora seja uma matriz alimentar com concentrações 

significativas de ar incorporado, foi capaz de proteger a bactéria do estresse oxidativo causado pela presença de 

oxigênio, mantendo uma contagem de 10 log UFC.g-1, acima do estabelecido pela legislação para alimentos 

suplementados com probiótico que é de 6-7 log UFC.g-1 (FAO/WHO, 2002).  

Figura 2: Viabilidade de L. casei CSL3 suplementado em sorvete sob 180 dias de armazenamento (-18 °C). 
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Fonte: Autores 

Estes resultados demonstram que mesmo após 180 dias de armazenamento, e com reduções 

significativas na contagem de células viáveis em comparação à concentração inicial, a bactéria apresentou altas 

taxas de sobrevivência na matriz utilizada, corroborando com os estudos de Ames (2019), onde verificou-se que 

em iogurte com L. casei CSL3 imobilizado em aveia, armazenado por 25 dias a 4 ºC, houveram concentrações 

satisfatórias da bactéria (8,78 log UFC.g-1), Belinazo et al. (2019), que também verificaram em manteiga 

suplementada com L. casei CSL3, sob 60 dias de armazenamento refrigerado (4 ºC) concentrações > 6 log 

UFC.g-1 de células viáveis e Vitola et al. (2020), onde foi adicionado ao queijo petit-suisse L. casei CSL3 livre e 

imobilizado em abacaxi, observando-se que em ambas formulações as contagens do microrganismo foram 

satisfatórias (8,99 log UFC.g-1 e 8,78 log UFC.g-1, respectivamente) ao longo de 8 semanas de armazenamento.  

Em relação ao sorvete, alguns autores referem que o congelamento prolongado, bem como o estresse 

mecânico e a incorporação de ar durante o processo de fabricação do produto, podem ocasionar a injúria da 

célula, gerando redução nas contagens de células viáveis, motivo pelo qual, recomenda-se a utilização de 

concentrações elevadas de inóculo no início do processo (Homayouni et al., 2012; Valério et al. 2014; Tripathi 

& Giri, 2014). Em sorvete de butiá suplementado com Bifidobacterium lactis, Cruxen et al. (2017), não 

observaram alterações significativas na viabilidade da bactéria após 90 dias de armazenamento a -18 ºC, 

diferentemente do verificado no presente estudo, onde houve uma redução de 4 log UFC.g-1 após 180 dias de 

armazenamento. 

 

 

4. CONCLUSÕES 

 Lactobacillus casei CSL3, isolado de silagem de colostro bovino, apresentou-se como uma bactéria  

probiótica promissora para adição em matrizes alimentares de origem láctea, como o sorvete, tendo em vista que 

tolerou as condições  do trânsito gastrointestinal simulado e manteve as concentrações de células viáveis 

satisfatoriamente, sob as condições de armazenamento, com valores acima do preconizado pela legislação 

mundial. 
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