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RESUMO - A bactéria acido-lactica Lactobacillus casei CSL3 foi suplementada em sorvete com objetivo de
avaliar sua viabilidade sob condi¢des simuladas do transito gastrointestinal e armazenamento do produto. Em
todas as fases do transito gastrointestinal avaliadas, foram observadas contagens > 6 log UFC.g™!, ¢ ao final de
180 dias de armazenamento sob -18 °C, foram observadas contagens > 10 log UFC.g"!. Conclui-se que o
sorvete ¢ uma matriz alimentar eficaz para assegurar a sobrevivéncia de L. casei CSL3, pois protegeu das
condicdes do transito 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! were observed, and at the end of 180 days of storage
under -18 °C, counts > 10 log UFC.g!' 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.

PALAVRAS-CHAVE: probiotico, matriz alimentar, bactéria acido-lactica

KEYWORDS: probiotic, food matrix, lactic acid bacteria

1. INTRODUCAO

Microrganismos probidticos, além de conferirem beneficios ao hospedeiro, devem ser capazes ndo s6 de
sobreviver ao processamento industrial, mas também de manter sua viabilidade e funcionalidade ao final das
etapas de producdo, distribuicdo e ingestdo do alimento (FAO/WHO 2001; Ranadheera et al. 2010). Logo,
inimeros testes devem ser realizados no intuito de garantir a seguranca e os beneficios atribuidos ao seu
consumo, sua capacidade de resistir as barreiras impostas pelo trato gastrointestinal, mantendo-se viavel e
também, de resistir ao estresse sob 0 processamento e armazenamento em diferentes matrizes alimentares em
concentracdo recomendada de 6-7 log UFC. g** (FAO/WHO 2002; Morelli, 2007; Ranadheera et al. 2010).

Alimentos lacteos fermentados s&o os veiculos mais utilizados, atualmente, para a comercializagéo de
alimentos probidticos, uma vez que sdo armazenados em cadeia do frio e possuem periodo de validade reduzido
(Antunes et al., 2004). Além disso, seu processo de fabricacdo proporciona uma melhor adaptacdo dos
microrganismos as diferentes concentracfes de pH em que sdo expostos durante o processo digestivo, ponto
decisivo para assegurar sua viabilidade e potencial probidtico ao colonizar o intestino, proporcionando
beneficios a satde do hospedeiro (Chen et al. 2012; Rodrigues et al. 2019).

Inimeros estudos sugerem que o sorvete seja um alimento adequado para a suplementagdo com
probidticos, devido ao processamento e armazenamento sob baixas temperaturas, em virtude de possuir
essencialmente proteinas e gorduras em sua composi¢do e, principalmente, por favorecer a sobrevivéncia dos
microrganismos durante o processo de armazenamento/comercializacdo (Homayouni et al., 2012; Ranadheera et
al. 2012). Ademais, seu sabor adocicado e textura macia, 0 tornam um alimento aceito por todas as faixas
etarias, aumentando assim o interesse do setor industrial em investir na comercializagdo de produtos com apelo
de saudabilidade, como os probi6ticos (Cruz et al., 2009; ABIS, 2019).

Lactobacillus casei CSL3, foi isolado de silagem de colostro bovino por Vitola et al. (2018) e
apresentou seguranca e potencial probidtico in vitro. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
viabilidade de L. casei CSL3 suplementado em sorvete, durante a simulagdo ao trénsito gastrointestinal
simulado e o armazenamento de congelamento prolongado.

2. MATERIAL E METODOS

Primeiramente, realizou-se o cultivo de L. casei CSL3, em caldo De Man Rogosa & Sharpe (MRS) por
18 horas a 37 °C, sob agitacdo constante a 130 oscilagGes/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 p6 desnatado
reconstituido esterilizado (10% m/v), congelado e depois liofilizado. A contagem de células viaveis liofilizadas,
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foi realizada em placas contendo 4gar MRS, incubadas a 37 °C, por 48 horas, sob anaerobiose. E a bactéria
liofilizada foi armazenada a -70 °C, até sua utilizacéo.

Para realizacdo da analise de viabilidade, o sorvete foi obtido no comércio local da cidade de Pelotas/RS
e mantido sob refrigeracdo até a realizacdo do estudo. As células liofilizadas de L. casei CSL3 foram
ressuspensas em leite integral na proporcdo 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 sequéncia, 0,1% da
cultura probiédtica (14 log UFC.g?) foi adicionada ao sorvete, sendo misturada com uma espétula por 30
segundos para homogeneizacao adequada. As amostras foram distribuidas em recipientes plasticos de 100 mL e
armazenadas a -18 °C, até o momento da analise.

Para a simulagéo in vitro do transito gastrointestinal (TGI) foi utilizada a metodologia descrita por
Madureira et al. (2010), com modificagdes 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 solugdo salina acidificada em pH 2,5 e em
seguida, levados ao equipamento Stomacher por 30 segundos, para a simulacdo da mastigacdo. Logo apos,
segregou-se a amostra em frasco esterilizado, adicionando-se a enzima pepsina. Foi realizada a primeira
contagem em placas (Antes do gastrico — AG) com 4gar MRS sendo as mesmas incubadas a 37 °C, por 48 h, em
anaerobiose. O conjunto permaneceu em equipamento Shaker por 90 minutos, a 130 rpm e 37 °C. Na sequéncia
foi realizada a segunda contagem em placas (P6s gastrico — PG) e incubagdo nas mesmas condicGes citadas
anteriormente. O pH foi alterado com solu¢do de bicarbonato de sodio 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 °C.
Realizou-se a terceira contagem em placas (Duodeno — D). Apds, foi adicionado novamente solucdo de
bicarbonato de s6dio 1M para se obter o pH 6,5, o frasco foi para o Shaker por mais 90 minutos, 45 rpm e 37 °C.
Realizou-se a Ultima contagem em placas (ileo — ).

As analises microbioldgicas para 0 monitoramento da viabilidade da bactéria foram realizadas em
triplicata: apds a preparagdo do sorvete (tempo 0) e em 30, 90 e 180 dias de armazenamento congelado,
conforme descrito por Cruxen et al. (2017). Para determinacéo da contagem de células vidveis, 10 g de amostra
foram homogeneizados em 90 mL de agua peptona a 0,1% (Oxoid®). Apos, foram realizadas diluicdes decimais
em série (até 101 e inoculados 0,1 mL da suspensdo em placas de Petri contendo 4gar MRS. As placas foram
colocadas sob condi¢des anaerdbias e incubadas durante 48 horas a 37 °C.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism® 6.0 através dos testes: One-way
Anova e Tukey para correlacdo de varidncia entre os periodos, considerando-se o nivel de significancia de
(p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo demonstrado na Figura 1, houve diferenca significativa entre todas as fases de simulagédo do
TGI (p<0,0001). No teste de Tukey, observou-se que ocorreram reducdes significativas entre as fases AG vs D,
AG vs | e PG vs D (p<0,0001, p=0,0078 e p<0,0001 respectivamente) e aumento significativo entre as fases D
vs | (p=0,0001) indicando que embora tenha ocorrido uma reducéo na fase do Duodeno, a bactéria foi capaz de
se multiplicar na fase de lleo, onde o pH estava proximo da neutralidade. Observou-se ainda, que durante todas
as fases simuladas, L. casei CSL3 manteve-se viavel e ao final apresentou contagens superiores ao preconizado
pela FAO/WHO (2002) podendo-se afirmar, que possui potencial probiético quando suplementada em sorvete,
podendo colonizar o intestino.

Figura 1: Viabilidade de L. casei CSL3 suplementado em sorvete sob as condi¢des do transito gastrointestinal
simulado in vitro.

REALIZACAO

ORGANIZACAO (fr 5
ACTA-RS iy
S = Www.officeeventos.com.br



@»ﬁ) ON LINE

'S 7° Simpésio de
27 A 29 bE OUTUBRO DE 2020 - Seguranca Alimentar

Inovacdo com sustentabilidade

151

Antes gastrico - AG
P6s gastrico - PG

Duodeno - D

a1
1

tedd

fleo -1

AG PG D !

Fases transito gastrointestinal

Fonte: Autores

No estudo de Vitola et al. (2020), ao avaliar as condi¢Bes de simulacdo do TGI do queijo petit-suisse,
verificaram que a viabilidade da bactéria L. casei CSL3, ndo foi afetada, apresentando contagens finais > 7 log
UFC.g* em ambas formulagdes (livre e imobilizada em abacaxi), Ames (2019) também observou contagens
finais satisfatorias > 7 log UFC.g™ no iogurte com a bactéria imobilizada e, no presente estudo, as contagens
finais de L. casei CSL3 foram > 9 log UFC.g?, evidenciando que a utilizacéo do sorvete como matriz alimentar
foi capaz de influenciar positivamente na sobrevivéncia da bactéria durante o processo digestivo.

Conforme pode ser observado na Figura 2, na andlise de variancia, houve diferenca significativa ao
longo do periodo de armazenamento (p<0,0001). E no pés teste de Tukey, entre os periodos, observou-se
reducdes 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 concentragdes
significativas de ar incorporado, foi capaz de proteger a bactéria do estresse oxidativo causado pela presenca de
oxigénio, mantendo uma contagem de 10 log UFC.g*, acima do estabelecido pela legislagédo para alimentos
suplementados com probidtico que é de 6-7 log UFC.g* (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 ap6s 180 dias de armazenamento, e com reducdes
significativas na contagem de células viaveis em comparacao a concentracao inicial, a bactéria apresentou altas
taxas de sobrevivéncia 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 °C, houveram concentragdes
satisfatorias da bactéria (8,78 log UFC.g?), Belinazo et al. (2019), que também verificaram em manteiga
suplementada com L. casei CSL3, sob 60 dias de armazenamento refrigerado (4 °C) concentragfes > 6 log
UFC.g* de células viaveis 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 formula¢BGes as contagens do microrganismo foram
satisfatorias (8,99 log UFC.g* e 8,78 log UFC.g, respectivamente) ao longo de 8 semanas de armazenamento.

Em relacdo ao sorvete, alguns autores referem que o congelamento prolongado, bem como o estresse
mecénico e a incorporacdo de ar durante o processo de fabricagdo do produto, podem ocasionar a injdria da
célula, gerando reducdo nas contagens de células vidveis, motivo pelo qual, recomenda-se a utilizacdo de
concentracgdes elevadas de in6culo no inicio do processo (Homayouni et al., 2012; Valério et al. 2014; Tripathi
& Giri, 2014). Em sorvete de butia suplementado com Bifidobacterium lactis, Cruxen et al. (2017), nédo
observaram alteracBes significativas na viabilidade da bactéria apds 90 dias de armazenamento a -18 °C,
diferentemente do verificado no presente estudo, onde houve uma reducéo de 4 log UFC.g* apds 180 dias de
armazenamento.

4. CONCLUSOES

Lactobacillus casei CSL3, isolado de silagem de colostro bovino, apresentou-se como uma bactéria
probidtica promissora para adicdo em matrizes alimentares de origem lactea, como o sorvete, tendo em vista que
tolerou as condi¢bes do transito gastrointestinal simulado e manteve as concentracfes de células viaveis
satisfatoriamente, sob as condi¢Bes de armazenamento, com valores acima do preconizado pela legislagdo
mundial.
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