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1. INTRODUCAO

Mudancas no perfil de consumo da populacdo mundial sdo cada dia mais
evidentes, onde um estilo de vida com opc¢des de alimentos saudaveis tem recebido
bastante destaque (ASIOLI et al., 2017). Essas mudancas, vém impulsionado a
industria alimenticia a desenvolver alimentos diversificados, que atendam as
necesidades do consumidor (TERPOU et al., 2019).

Nesse contexto, a oferta de alimentos probioticos, suplementados ou nao, tém
recebido importante destague, uma vez que, S40 microrganismos capazes de
conferir beneficios ao hospedeiro, quando consumidos regularmente e em
guantidades adequadas (FAO/WHO 2001). No entanto, € necessario que O0S
microrganismos resistam as etapas de processamento e distribuicdo do alimento,
permanecendo viaveis e funcionais durante o periodo de vida util do produto
(RANADHEERA et al. 2010).

Por possuir boa aceitabilidade em todas as faixas etarias e etnias, 0 sorvete, um
alimento composto majoritariamente por proteinas e gorduras e cujo processamento
e armazenamento se da sob baixas temperaturas, tem sido evidenciado como um
adequado veiculo para suplementacdo com probiéticos (RANADHEERA et al. 2010;
HOMAYOUNI et al., 2012; ABIS, 2019).

Entre as bactérias probiodticas, espécies como Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. sdo frequentemente aplicadas em alimentos, tendo em vista
seus beneficios comprovados na modulacdo da resposta imune e regulacdo da
microbiota intestinal (COSTA & VARAVALLA, 2011). Lactobacillus casei CSL3,
isolado de silagem de colostro bovino por VITOLA et al. (2018), e Pediococcus
pentosaceus P97, isolado de presunto por MARQUES (2018), apresentaram
seguranca e potencial probidtico em testes in vitro. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a viabilidade de ambos isolados, suplementadas em
sorvete, durante o armazenamento sob congelamento prolongado.

2. METODOLOGIA

Os microrganismos L. casei CSL3 e P. pentosaceus P97 foram previamente
cultivados, liofilizados e armazenados a -70 °C, até sua utilizacdo e o sorvete foi
obtido no comércio local da cidade de Pelotas/RS.

Para a suplementacdo do sorvete, as células liofilizadas de ambos
microrganismos foram ressuspensas, individualmente, em leite integral na proporcao
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,
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0,1% das culturas probidticas (14 Log UFC.g?) foi adicionada ao sorvete (mantido
em refrigeracdo), sendo misturada com uma espétula por 30 segundos para
homogeneizacdo adequada, obtendo-se sorvete suplementado com L. casei CSL3
(LC) e um sorvete suplementado com P. pentosaceus P97 (PP). As amostras foram
distribuidas em recipientes plasticos de 100 mL e armazenadas a -18 °C, até o
momento da analise. As contagens para determinar a viabilidade das bactérias
foram realizadas no tempo 0, 30, 60, 90 e 180 dias de armazenamento a -18°C.
Para determinacdo da contagem de células viaveis, 10 g de amostra foram
homogeneizados em 90 mL de agua peptona a 0,1% (Oxoid®). Em seguida, foram
realizadas diluicbes seriadas (até 10'!) e inoculados 0,1 mL da suspensdo em
placas de Petri contendo agar De Man Rogosa & Sharpe (MRS). As placas foram
incubadas sob condi¢Ges de anaerobiose a 37 °C, durante 48 horas.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism® 6.0
através dos testes: Two-way Anova e Bonferroni para correlacdo de variancia entre
0S microrganismos e o periodo, considerando-se o nivel de significancia de (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Tabela 1, L. casei CSL3 apresentou
concentragdo inicial (14 Log UFC.mL™?) e variagao final (4 Log UFC.mL) maior que
P. pentosaceus P97 (13 Log UFC.mL! e 2,5 Log UFC.mL", respectivamente),
indicando que isolados de espécies diferentes, podem apresentar comportamentos
dispares em uma mesma matriz alimentar.

Tabela 1 — Viabilidade de Lactobacillus casei CSL3 e Pediococcus pentosaceus
P97 (Log de UFC.mL™?) suplementados em sorvete, sob armazenamento prolongado

em -18 °C.

Tempo em dias L. casei CSL3 P. pentosaceus P97

Média + DP Média + DP
0 14,01 0,05 13,20 0,23
30 10,32 0,36 11,30 0,06
60 10,41 0,10 10,70 0,08
90 10,69 0,02 10,63 0,12
180 10,00 0,18 10,61 0,08

+ DP - desvio padréo

E, segundo demonstrado na Figura 1, foi observada interacdo entre os
microrganismos e o periodo de armazenamento do produto (p<0,0001), sendo
verificado que o tempo foi fator significativamente determinante na viabilidade de
ambas bactérias (p<0,0001). Sendo que, as diferencas estatisticas foram
manifestadas nos tempos 0 e 30 dias de armazenamento (p<0,0001 para ambos) e,
também, no tempo 180 dias (p=0,0004).

Figura 1 — Viabilidade de Lactobacillus casei CSL3 e Pediococcus pentosaceus
P97 suplementados em sorvete, durante 180 dias de armazenamento em -18 °C.
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Os resultados sugerem que o0 sorvete, embora seja um alimento com
significativas concentracdes de ar incorporado, fator responsavel pela sua maciez e
consisténcia, foi eficaz em proteger ambos microrganismos do estresse oxidativo
ocasionado pela presenca de oxigénio, tendo em vista que as concentracdes
exigidas pela legislacédo para alimentos probiéticos séo de = 6 Log UFC.g ou mL™! de
alimento (FAO/WHO, 2002) e, no presente estudo, observaram-se valores finais
acima de 10 Log UFC.mL™. Além do mais, devido sua composi¢éo e pH préximo da
neutralidade, o sorvete, quando comparado aos leites e bebidas fermentadas,
proporciona uma viabilidade expressivamente maior de microrganismos probioticos
durante sua fabricacdo e armazenamento (HOMAYOUNI et al., 2012).

Diversos autores relatam que devem ser utilizadas concentracdes elevadas de
in6culo, tendo em vista que uma reducdo inicial das contagens celulares pode
ocorrer devido ao estresse mecanico durante a incorporacdo de ar do produto e
ainda, pelo seu congelamento prolongado, fatores que desencadeariam a injlria
celular (HOMAYOUNI et al., 2012; VALERIO et al. 2014; TRIPATHI & GIRI, 2014).

CRUXEN et al. (2017), em sorvete de butid suplementado com Bifidobacterium
lactis, ndo observaram altera¢des significativas na viabilidade da bactéria apés 90
dias de armazenamento a -18 °C e VALERIO et al. (2014) em sorvete suplementado
com Lactobacillus acidophilus La-5 com e sem inulina, ndo verificaram diferencas
significativas durante 28 dias de armazenamento a -18 °C, dados que diferem do
encontrado no presente estudo.

Entretanto, LAMOUNIER et al. (2012), em sorvete enriquecido com fibra de
linhaca e suplementado com Lactobacillus acidophilus, apdés 28 dias de
armazenamento a -18 °C, observaram reducbes nas contagens celulares nos
primeiros dias de armazenamento, corroborando com o observado no presente
estudo.

Logo, mesmo apods 180 dias de armazenamento, e com redugdes significativas
na contagem de células viaveis em comparacado a concentracao inicial, ambas as
bactérias avaliadas apresentaram elevada taxa de sobrevivéncia no sorvete,
evidenciando seu potencial como matriz alimentar para adicao de probidticos.

4. CONCLUSOES

Os isolados Lactobacillus casei CSL3 e Pediococcus pentosaceus P97,
demonstraram-se promissores como probidticos para adicdo na matriz alimentar
escolhida, sorvete, uma vez que mantiveram satisfatorias concentracdes de células
viaveis, sob as condicbes de armazenamento, apresentando-se superior ao
preconizado pela legislacdo mundial. Destaca-se ainda, que P. pentosaceus P97,
obteve melhor desempenho quando em comparagéo ao L. casei CSL3.
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