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RESUMO

Bactérias acido-laticas (BAL) sd@o microrganismos com diversas aplica¢des na industria de
alimentos, considerando o potencial tecnoldgico, o incremento nas caracteristicas sensoriais
dos produtos e a capacidade probiotica de alguns isolados. Alimentos funcionais, além de
aplicacdo nutricional, possuem efeito benéfico a saide. O objetivo do presente estudo foi
selecionar bactérias laticas isoladas de leite cru de bufala quanto a propriedades tecnoldgicas e
desenvolver sorvete enriquecido com bactéria probiotica Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5.
Para tanto, BALs foram selecionadas quanto a capacidade proteolitica, capacidade de
coexisténcia com bactérias laticas, atividade antimicrobiana e antilisteria, estabilidade com
conservantes alimentares e viabilidade em sorvete. A prote6lise foi avaliada inoculando-se as
BAL em agar leite. A coexisténcia entre as bactérias laticas foi avaliada pelo método da picada.
A atividade antimicrobiana de BALs frente a L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi
avaliada pelo método de sobrecamada. As especies de L. innocua, L. monocytogenes e L.
seeligeri também foram empregadas como indicadoras. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os resultados mensurados pelo halo de inibicdo de crescimento. Lact. rhamnosus LB
1.5 e Lact. paracasei LB 6.4 foram expostos a nisina, pediocina e conservante sorbato de
potassio, atraves de ensaio de difusdo em agar leite. Por fim, a viabilidade de Lact. rhamnosus
LB1.5 em sorvete foi avaliada por 210 dias. Dentre os onze isolados estudados, apenas
Lacticaseibacillus sp. M1A3 nédo apresentou atividade proteolitica. Lact. rhamnosus LB1.5 e
Lact. paracasei LB6.4 demonstraram capacidade de associacdo com Lact. paracasei LB1.4,
Lactococcus lactis (L4A8, LAANL e LAANL17) e Leuconostoc mesenteroides LB5.5, o que
possibilita a aplicacdo simbidtica destes isolados. Quanto a atividade antimicrobiana, Lact.
paracasei LB 6.4 e Lact. rhamnosus LB1.5 inibiram as espécies de Listeria spp., sugerindo
potencial bioprotetor. Os resultados evidenciaram sensibilidade de ambas BALSs selecionadas a
nisina, com halos de inibicdo de crescimento com didmetro médio igual ou superior a 11 mm e
18 mm. Porém, pediocina e sorbato de potassio ndo inibiram o crescimento dos Lactobacillus
selecionados, podendo atuar como conservantes associados a estes isolados. Lact. rhamnosus
LB1.5 manteve-se viavel em sorvete durante os 210 dias de experimento, com valores médios
superiores a 10 UFC/mL, possibilitando sua aplicagdo em sorvetes, além de oferecer beneficios
bioprotetores e funcionais ao produto.
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VIABILITY OF Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 PROBIOTIC IN FUNCTIONAL
ICE CREAM

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms with diverse applications in the food industry,
considering the technological potential, the increase in the sensorial characteristics of products
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and the probiotic capacity of some isolates. Functional foods, in addition to their nutritional
application, have a beneficial effect on health. The objective of the present study was to select
lactic acid bacteria isolated from raw buffalo milk for technological properties and to develop
ice cream enriched with the probiotic bacteria Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5. To this
end, LABs were selected for their proteolytic capacity, ability to coexist with lactic acid
bacteria, antimicrobial and antilisteria activity, stability with food preservatives and viability in
ice cream. Proteolysis was evaluated by inoculating the BAL with milk agar. The coexistence
between lactic acid bacteria was assessed using the bite method. The antimicrobial activity of
LABs against L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 was evaluated by the overlay method.
The species of L. innocua, L. monocytogenes and L. seeligeri were also used as indicators. The
experiments were carried out in triplicate and the results were measured by the growth
inhibition halo. Lact. rhamnosus LB 1.5 and Lact. paracasei LB 6.4 were exposed to nisin,
pediocin and potassium sorbate preservative, through a milk agar diffusion test. Finally, the
viability of Lact. rhamnosus LB1.5 in ice cream was evaluated for 210 days. Among the eleven
isolates studied, only Lacticaseibacillus sp. M1A3 did not show proteolytic activity. Lact.
rhamnosus LB1.5 and Lact. paracasei LB6.4 demonstrated the ability to associate with Lact.
paracasei LB1.4, Lactococcus lactis (L4A8, L4AN1 and L4AN17) and Leuconostoc
mesenteroides LB5.5, which allows the symbiotic application of these isolates. Regarding
antimicrobial activity, Lact. paracasei LB 6.4 and Lact. rhamnosus LBL1.5 inhibited Listeria
spp. species, suggesting bioprotective potential. The results showed sensitivity of both selected
BALs to nisin, with growth inhibition halos with an average diameter equal to or greater than
11 mm and 18 mm. However, pediocin and potassium sorbate did not inhibit the growth of the
selected Lactobacillus, and may act as preservatives associated with these isolates. Lact.
rhamnosus LB1.5 remained viable in ice cream during the 210 days of the experiment, with
average values greater than 10’ CFU/mL, enabling its application in products such as ice cream,
in addition to offering bioprotective and functional benefits to the product.

Keywords: bioprotective, functional foods, Lacticaseibacillus, Listeria sp., probiotic

VIABILIDAD DEL PROBIOTICO Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 EN HELADO
FUNCIONAL

RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos con diversas aplicaciones en la
industria alimentaria, considerando el potencial tecnoldgico, el aumento de las caracteristicas
sensoriales de los productos y la capacidad probidtica de algunos aislados. Los alimentos
funcionales, ademas de su aplicacién nutricional, tienen un efecto beneficioso para la salud. El
objetivo del presente estudio fue seleccionar bacterias de acido lactico aisladas de leche cruda
de bdfala por sus propiedades tecnoldgicas y desarrollar helado enriquecido con la bacteria
probidtica Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5. Para ello, se seleccionaron BAL por su
capacidad proteolitica, capacidad de coexistir con bacterias del &cido lactico, actividad
antimicrobiana y antilisteria, estabilidad con conservantes alimentarios y viabilidad en helados.
La protedlisis se evalud inoculando el BAL con agar con leche. La coexistencia entre bacterias
lacticas se evalu6 mediante el método de la mordida. La actividad antimicrobiana de las BAL
contra L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 se evalué mediante el método de superposicion.
También se utilizaron como indicadores las especies de L. innocua, L. monocytogenes y L.
seeligeri. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se midieron
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mediante el halo de inhibicion del crecimiento. Lacto. rhamnosus LB 1.5y Lact. paracasei LB
6.4 fueron expuestos a nisina, pediocina y conservante sorbato de potasio, mediante una prueba
de difusién en agar leche. Finalmente, la viabilidad de Lact. rhamnosus LB1.5 en helado se
evalud durante 210 dias. Entre los once aislados estudiados, sélo Lacticaseibacillus sp. M1A3
no mostrd actividad proteolitica. Lacto. rhamnosus LB1.5 y Lact. paracasei LB6.4 demostro
la capacidad de asociarse con Lact. paracasei LB1.4, Lactococcus lactis (L4A8, LAANL y
L4AN17) y Leuconostoc mesenteroides LB5.5, lo que permite la aplicacion simbi6tica de estos
aislados. En cuanto a la actividad antimicrobiana, Lact. paracasei LB 6.4 y Lact. rham-nosus
LB1.5 inhibi6 las especies de Listeria spp., lo que sugiere un potencial bioprotector. Los
resultados mostraron sensibilidad de ambos BAL seleccionados a la nisina, con halos de
inhibicién del crecimiento con un didmetro promedio igual o mayor a 11 mm y 18 mm. Sin
embargo, la pediocina y el sorbato de potasio no inhibieron el crecimiento de los Lactobacillus
seleccionados y pueden actuar como conservantes asociados con estos aislados. Lacto.
rhamnosus LB1.5 se mantuvo viable en helados durante los 210 dias que duré el experimento,
con valores promedio superiores a 10’ UFC/mL, lo que permiti6 su aplicacion en productos
como helados, ademas de ofrecer beneficios bioprotectores y funcionales al producto.

Palabras clave: alimentos funcionales, bioprotectores, Lacticaseibacillus, Listeria sp.,
probidticos

INTRODUCAO

O leite de bufala apresenta propriedades vantajosas para o desenvolvimento de alimentos
funcionais, que visam atender ao publico que prioriza a alimentacdo saudavel e produtos com
alto valor nutricional, uma vez que, alem de proporcionar maior rendimento na producéo de
derivados, possui elevada quantidade de proteina, lactose, vitaminas, minerais, gordura (1).
Além disso, bactérias acido-laticas (BAL) isoladas de leite bubalino tém demonstrado
capacidade probiotica, conforme estudo publicado por Breyer et al. (2).

Por definicdo, probidticos sdo microrganismos vivos que, ao serem administrados ou
consumidos em quantidades adequadas, conferem efeito benéfico a saide do consumidor (3).
Atualmente, Lactobacillus e bifidobactérias sdo os mais empregados em produtos alimentares
por exercerem tal caracteristica (4).

Bactérias acido-laticas sdo amplamente empregadas em alimentos, uma vez que
apresentam caracteristicas tecnoldgicas, tais como fermentacdo de lactose, atividade
proteolitica e capacidade de acidificacdo do meio. Além disso, as espécies que apresentam
capacidade probidtica auxiliam no desenvolvimento de novos produtos alimenticios funcionais
podendo ser empregadas de forma associada com outras espécies de bactérias laticas com
potencial tecnoldgico, promovendo seguranca microbioldgica (5).

Quando presentes em alimentos, microrganismos do género Lacticaseibacillus podem
exercer efeito antimicrobiano frente a espécies de bactérias patogénicas indesejaveis (6-9).
Sabe-se que algumas bactérias acido-laticas possuem efeitos inibidores sobre Listeria spp.
promovidos pela producdo de bacteriocinas (10). Tal capacidade inibitéria é importante, uma
vez que espécies patogénicas, como Listeria monocytogenes, podem contaminar alimentos, haja
vista a capacidade de persisténcia e de formacdo de biofilme, quando as condicBes de
higienizacdo de ambientes de processamento ndo sdo adequadas (11).

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas antimicrobianas sintetizadas nos ribossomos das
células bacterianas, que apresentam acao bacteriostatica ou bactericida sobre microrganismos
indesejaveis, ndo promovendo alteracdes sensoriais ao produto. A utilizacdo destes compostos
é uma alternativa de conservacao que possibilita seguranca microbioldgica a populacéo e pode
estender a vida de prateleira de produtos alimentares, exercendo acdo inibitdria sobre
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microrganismos indesejaveis (12, 13).

A producdo de derivados lacteos visa atender ao publico que prioriza alimentagdo
saudavel e nutritiva. Dentre estes, as sobremesas geladas sdo muito populares pela alta
palatabilidade e possibilidade de incremento funcional (14). Sendo assim, pesquisas de novos
alimentos funcionais estdo sendo desenvolvidas para elaboracdo de produtos ndo
convencionais, uma vez que, tradicionalmente, o maior consumo de derivados se aplica a
lacteos fermentados, como iogurte e bebidas lacteas (15). O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial antimicrobiano de duas bactérias laticas candidatas a probidticos e prospectar a
aplicacdo da cultura probidtica Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 em sorvete funcional.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos e condigdes de cultivo

Bactérias laticas foram isoladas de leite cru de bdfala, proveniente de tanque de
refrigeracdo de laticinio localizado no municipio de Cassino/RS, Brasil, entre os anos de 2007
e 2011. Lacticaseibacillus paracasei LB6.4 e Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 foram
selecionadas quanto a inocuidade e ao potencial probiotico (2). Estes isolados foram reativados
em caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS; Merck, Alemanha), suplementado com Tween 80, a
37 °C por 24 h e semeados em agar MRS. Outras culturas isoladas de leite bubalino como
Lacticaseibacillus sp. (M1A3, L3A7), Lactococcus lactis (L4AN1, L4A8, L4AN17, LB10.3),
Leuconostoc mesenteroides (LB10.4, LB5.5), Lacticaseibacillus paracasei (LB1.4) foram
empregadas neste estudo. Lacticaseibacillus rhamnosus FAGRON™ foi utilizada como cultura
comercial controle e cultivada nas mesmas condi¢es.

Espécies de Listeria spp. isoladas de alimentos, foram empregadas como culturas
indicadoras: Listeria innocua (6B, L07, L10 e L13), Listeria monocytogenes (ATCC 7644, 4C,
4L carcaca e QF Oxford) e Listeria seeligeri (BP Oxford, BP Palcam, MP Oxford e PF Oxford).
Estes isolados foram reativados em Tryptone Soya Broth (TSB; Oxoid, Inglaterra) acrescido de
extrato de levedura (0,6%) e incubados a 37 °C por 24 h. As culturas indicadoras Escherichia
coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC
25923 foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI; Oxoid, Inglaterra) e incubadas a
37 °C por 24 h.

Atividade proteolitica das bactérias laticas

A atividade proteolitica das bactérias laticas foi avaliada em meio de cultura agar leite
pelo método da picada, com incubacdo a 37 °C por 24 h. A cultura indicadora Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle positivo. O ensaio foi realizado em
quadruplicada, sendo os resultados expressos pela mensuracdo do didmetro dos halos
observados, em milimetros (mm) (16).

Coexisténcia entre as bactérias laticas selecionadas

Para a avaliacdo de coexisténcia entre as bactérias laticas Lacticaseibacillus sp. (M1A3,
L3A7), Lactococcus lactis (L4AAN1, L4A8, L4AN17, LB10.3), Leuconostoc mesenteroides
(LB10.4, LB5.5), Lact. paracasei (LB1.4), elas foram inoculadas em solucdo salina 0,85%
NaCl, para a obtencdo de suspensdes bacterianas padronizadas com densidade 6tica (DO) de
0,5 OD medida em escala de McFarland (108 UFC/mL). Com auxilio de suabe estéril, cada
suspensdo foi semeada em superficie, individualmente, em placas de agar MRS.
Posteriormente, Lact. paracasei LB6.4, Lact. rhamnosus LB1.5 e Lact. rhamnosus (comercial)
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foram inoculadas por picada. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e a capacidade de
coexisténcia foi avaliada pela mensuracdo do didmetro da zona de inibicdo de crescimento
(mm) (17). O experimento foi realizado em triplicata.

Atividade antimicrobiana das bactérias laticas probidticas

A atividade antimicrobiana de bactérias acido-laticas frente a Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi avaliada pelo método de sobrecamada (18). As
bactérias indicadoras foram reativadas em caldo BHI e incubadas a 37 °C por 24 h.
Posteriormente, uma aliquota de 500 pL destes cultivos foram transferidos para 100 mL de BHI
semi-solido (agar 0,75%) (10° UFC/mL). Assim, o preparado semi-sélido foi acrescido em
sobrecamada as placas de Miller Hinton (MH; Kasvi, Brasil) que continham 2 pL de cultivo
de cada BAL (Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 e Lacticaseibacillus paracasei LB6.4)
previamente inoculadas. Apds incubacdo a 37 °C por 24 h, o didmetro (mm) dos halos de
inibicdo de crescimento do microrganismo indicador foi mensurado. O experimento foi
realizado em triplicata.

Avaliacéo de atividade antilisteria das bactérias probioticas

A acdo antilisteria de Lact. paracasei LB6.4 e Lact. rhamnosus LB1.5 foi avaliada frente
a 12 especies de Listeria spp. pelo Método da Gota, descrito por Motta et al., (19). As culturas
indicadoras foram incubadas em &gar BHI, a 37 °C por 48 h. A partir deste cultivo, obteve-se
solucéo padronizada em DO 0,5 de acordo com a escala de McFarland que, posteriormente, foi
inoculada em superficie de agar leite, em trés direcBes. As culturas probidticas foram cultivadas
em caldo MRS e o sobrenadante livre de células (SLC) foi obtido por meio de centrifugacéo a
10.000 rpm por 15 min. Aliquotas de 10 pL de cada SLC foram inoculadas em placas de agar
leite contendo as culturas indicadoras. As zonas de inibicdo foram medidas (mm) apos
incubacédo a 37 °C por 24 h. O experimento foi realizado em triplicata.

Estabilidade das bactérias laticas frente a bacteriocinas e conservantes alimentares

Aliquotas de 20 pL de nisina 2,5%, pediocina 1% e sorbato de potassio 0,1% foram
acrescidas em placas de agar leite previamente inoculadas com um suabe estéril com as
suspensdes de Lact. paracasei LB6.4, Lact. rhamnosus LB1.5 e Lact. rhamnosus comercial
(Escala McFarland 0,5 OD — 108 UFC/mL). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e as
zonas de inibicdo foram expressas em milimetros (mm). O experimento foi realizado em
triplicata.

Desenvolvimento de sorvete probiético

O sorvete probidtico foi preparado a partir de uma formulacdo comercial liofilizada
reconstituida em 400 mL de leite semidesnatado Ultra High Temperature (UHT) refrigerado,
conforme instrucbes do fabricante. As bactérias acido-laticas selecionadas (Lact. rhamnosus
LB1.5 e Lact. rhamnosus comercial) foram inoculadas em caldo MRS a 37 °C por 24 h. As
suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 min, e lavadas com agua
peptonada 0,1% para a obtencdo de pellets, que foram adicionados a 20 mL de sorvete, em
concentracdo final correspondente a 108 UFC/mL. O mesmo volume do sorvete reconstituido,
sem adicdo de BAL, foi reservado como amostra controle. Assim, foram separados trés grupos
de amostras para analise: G1 (sorvete controle), G2 (sorvete com probidtico comercial) e G3
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(sorvete e Lact. rhamnosus LB1.5). As amostras de sorvete foram submetidas a congelamento
lento e armazenadas por 210 dias, a -18 °C. O experimento foi realizado em triplicata.

Avaliacdo da viabilidade das bactérias laticas em sorvete funcional

A viabilidade das culturas probioticas foi determinada durante a vida de prateleira do
produto, com coletas de amostras de sorvete antes do congelamento e nos tempos 30, 60, 90,
120, 150, 180 e 210 dias, estocados a -18 °C. A analise foi feita através da contagem das células
viaveis pela técnica de microdiluicdo em Plate Count Agar (PCA; Kasvi, Italia) e MRS,
conforme descrito por Miles et al. (20). O resultado foi expresso em unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) ap6s incubacdo a 37 °C por 48 h. O pH foi avaliado por papel indicador de
pH (escala 0-14, Merck®).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade proteolitica

Dentre as BALs estudadas, apenas o isolado Lacticaseibacillus sp. M1A3 nao
demonstrou atividade proteolitica nas condi¢des experimentais avaliadas. Os demais isolados
demonstraram atividade proteolitica com formacdo de halo médio superior a 11 mm de
didmetro, quando cultivadas em agar leite. Lactococcus lactis L4A8 apresentou halo médio de
19 mm de diametro, sendo o maior valor observado. O controle positivo, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, apresentou halo médio de 17 mm.

A proteolise é uma capacidade tecnoldgica desejavel na producdo de queijos, uma vez
que promove 0 processo de maturacédo e caracteristicas organolépticas (21, 22). Corroborando
com os resultados obtidos no presente estudo, Mechai et al. (23) observou maior atividade
proteolitica em isolados do género Lactococcus. Conforme Balthazar et al. (22), a adicdo de
bactéria starter com alto potencial proteolitico para a producdo de iogurte, faz-se necessaria
para a reducdo do tempo no processo de fermentacdo do leite.

Coexisténcia entre as bactérias laticas selecionadas

No desenvolvimento de derivados lacteos, a associacdo entre bactérias laticas é
empregada como uma alternativa de incremento tecnoldgico, como a associacdo de culturas
iniciadoras (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) para o
processo fermentativo do iogurte, podendo ser acrescida ou ndo de probidticos, desde que a
viabilidade destes microrganismos seja mantida nos produtos derivados (21, 24).

Os isolados Lact. rhamnosus LB1.5 e Lact. paracasei LB6.4, selecionados quanto ao seu
potencial probidtico, demonstraram capacidade de associagdo com Lact. paracasei LB1.4,
Lactococcus lactis (L4A8, LAANL e L4AAN17) e Leuconostoc mesenteroides LB5.5, uma vez
que ndo apresentaram inibicao de crescimento, conforme observado na Tabela 1.

Em contrapartida, Lact. rhamnosus FAGRONT™ apresentou capacidade de coexisténcia
apenas com os isolados Lact. paracasei LB1.4, Lactococcus lactis (L4A8, L4AAN1, LAAN17 e
LB10.4) e Leuconostoc mesenteroides LB5.5.
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Tabela 1. Avaliacdo da capacidade de coexisténcia entre as bactérias &cido-laticas isoladas de
leite de bdfala, pelo método da picada.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria acido-latica Lact. rhamnosus  Lact. paracasei Lact. rhamnosus
LB1.5 LB6.4 FAGRON™
Lact. paracasei LB1.4 NO NO NO
Lact. paracasei LB6.4 6 NO 8
Lact. paracasei M1A3 NO NO 7,3
Lact. rhamnosus LB1.5 NO 11 12,7
Lact. rhamnosus FAGRON NO 5 NO
Lacticaseibacillus sp. L3A7 10,7 8 10,3
Lactococcus lactis L4A8 NO NO NO
Lactococcus lactis L4AN1 NO NO NO
Lactococcus lactis L4AN17 NO NO NO
Lactococcus lactis LB10.3 NO 7 NO
Leuc. mesenteroides LB10.4 7,3 8,7 13,7
Leuc. mesenteroides LB5.5 NO NO NO

NO: halo ndo observado.
Atividade antimicrobiana das bactérias laticas

A capacidade antagonista sobre patdgenos, amplamente investigada, € uma das principais
propriedades desejaveis para linhagens probioticas (18, 25, 26, 27).

O efeito antimicrobiano dos isolados selecionados demonstrou que Lact. paracasei LB6.4
e Lact. rhamnosus LB1.5 apresentaram atividade inibitoria frente a linhagem patogénica
Listeria monocytogenes ATCC 7644, com formacdo de halo de inibicdo de crescimento
superior a 6 mm de didmetro. Entretanto, tal atividade néo foi observada frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 10536 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, ja que ndo houve formacéo de halo de inibicéo.

Em seus estudos sobre producédo de Lactolisterina, Mirkovic et al. (28) demonstraram a
potencialidade antimicrobiana de Lactococcus lactis subsp. lactis BGBU1-4 frente a dois
isolados patogénicos, L. monocytogenes e S. aureus. Nos estudos de Salehizadeh et al. (26) com
bactérias laticas isoladas de fezes de frangos de corte, todas as cepas de Lactobacillus estudadas
apresentaram halos médios de inibicdo superiores a 10 mm frente as bactérias indicadoras E.
coli e S. Typhimurium.

Atividade antilisteria de BAL selecionadas

A acdo antimicrobiana de Lact. paracasei LB6.4 e Lact. rhamnosus LB1.5 frente a
espécies de Listeria spp. foi observada pela formacdo de halo de inibi¢cdo de crescimento,
conforme apresentado em Tabela 2. Lact. paracasei LB6.4 e Lact. rhamnosus LB1.5
apresentaram halo de inibicdo de crescimento médio superior a 8 mm de didmetro para a
maioria das espécies empregadas. Apenas para os isolados L. innocua 6B e L. monocytogenes
4L, foram observados valores médios de halos de inibicdo de crescimento iguaisa 7,5 e 6,7 mm
de diametro, respectivamente. Em estudos similares, demonstrou-se que a adicdo de isolados
de BAL em alimentos pode inibir o crescimento de L. monocytogenes (29, 30), semelhante ao
potencial bioprotetor dos isolados Lact. rhamosus LB1.5 e Lact. paracasei LB6.4 exercido
sobre as diferentes espécies de Listeria spp. empregadas neste estudo.
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Tabela2. Atividade antilisteria das bactérias laticas selecionadas frente a espécies de Listeria
spp., pelo método da gota.

Halo de inibi¢do (mm)

Isolado Origem Lact. paracasei Lact. rhamnosus
LB 6.4 LB 1.5

L. innocua 6B Queijo artesanal 7,5 7,5
L. innocua LO7 Leite de bufala cru 8,5 8,7
L. innocua L10 Leite de bufala cru 9,6 9

L. innocua L13 Leite de bufala cru 9,8 9,8
L. monocytogenes 4C Carcaca de frango 8,7 8

L. monocytogenes 4L Carcaca de frango 7,5 6,7
L. monocytogenes ATCC ATCC 7644 9,7 9,7
L. monocytogenes QF Oxford Queijo fatiado 8,5 8,5
L. seeligeri BP Oxford Bancada de presunto 8,8 8,8
L. seeligeri BP Palcam Bancada de queijo 8,8 8,8
L. seeligeri MP Oxford Maos de 9 9

manipulador
L. seeligeri PF Oxford Presunto fatiado 9,7 8,9

Efeito de bacteriocinas e conservante sobre as bactérias laticas

Os isolados selecionado, Lact. paracasei LB 6.4 e Lact. rhamnosus LB1.5 demonstraram
sensibilidade a nisina 2,5%, com formag&o de halo de inibigdo de crescimento com diametros
médios de 11 mm e 18 mm, respectivamente. Pediocina 1% e sorbato de potassio 0,1%, ndo
inibiram o crescimento dos Lacticaseibacillus selecionados. N&o foi observado formacéo de
halo de inibicdo frente a Lact. rhamnosus FAGRON™ para nenhum dos conservantes
estudados.

A atividade antimicrobiana exercida por BAL pode ser atribuida a producdo de
metabolitos como perdxido de hidrogénio, acidos organicos e bacteriocinas (10). O emprego
de bacteriocinas é uma alternativa para a conservacdo de alimentos, uma vez que apresentam
propriedades como baixa toxicidade e efeitos bacteriostaticos e bactericidas frente a
microrganismos patogénicos ou deteriorantes de alimentos (30, 31, 32). Ressalta-se que
algumas bacteriocinas possuem efeitos antimicrobianos frente a espécies de patégenos, como
alta atividade antilisterial (30, 33). No presente estudo, as bactérias acido-laticas selecionadas
ndo demonstraram sensibilidade a pediocina e ao sorbato de potassio, 0 que possibilita a
associacdo destes conservantes como alternativa para inibicdo de bactérias indesejaveis e
aumento do tempo de validade dos alimentos.

Viabilidade celular dos Lacticaseibacillus no sorvete funcional

A cultura probiotica selecionada, Lact. rhamnosus LB1.5, demonstrou estabilidade
durante o tempo de vida de prateleira do sorvete, com contagens celulares superiores a 10’
UFC/mL até o altimo més avaliado. Comparativamente, a amostra contendo o probiético
comercial Lact. rhamnosus manteve valores médios semelhantes, acima de 10’ UFC/mL, ao
longo do periodo de experimento, conforme observado na Tabela 3. Ambas BALs estudadas
demonstraram viabilidade satisfatdria, uma vez que mantiveram valores médios compativeis
com a concentra¢do minima diaria de probidticos recomendada pela legislacao brasileira entre
10° e 10° UFC/mL (34).
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Tabela 3. Viabilidade celular de Lact. rhamnosus LB1.5 e Lact. rhamnosus comercial, em
sorvete comercial, a 18 °C, por 210 dias.
Tempo (dias)

Valores médios (UFC/mL)

Isolados selecionados

MRS PCA
0 2,27 x 108 2,83 x 108
30 3,83 x 108 3,56 x 108
60 1,35 x 10’ 1,18 x 107
90 1,97 x 108 1,23 x 108
Lact. rhamnosus LB1.5 120 7,00 x 107 7,25 x 108
150 1,21 x 107 2,03 x 107
180 5,58 x 107 3,75 x 107
210 5,00 x 107 5,92 x 108
0 3,08 x 108 1,50 x 108
30 5,88 x 107 8,00 x 107
60 2,30 x 108 1,49 x 108
90 7,46 x 107 3,33 x 107
Lact. rhamnosus FAGRON 120 5.50 x 10° 3.10 x 10°
150 8,96 x 10’ 9,50 x 107
180 4,17 x 108 3,83 x 108
210 2,42 x 107 2,39 x 107

MRS: agar De Man, Rogosa and Sharpe; PCA: Plate Count Agar.

Na avaliacdo da acidificacdo do sorvete, observou-se que, antes do congelamento, o pH
foi aproximadamente 7 para todos os grupos. A acidificagdo do meio foi demonstrada nos meses
seguintes (Figura 1). Aos 180 dias, foi observada reducédo de pH, para 5,5, na amostra controle,
sem presenca de isolados.

CAPACIDADE DE ACIDIFICACAO DO MEIO

7.5

’ | * \
6.5 Py

5,5 r i
5
4.5
TO T30 T60 T90 T120 T150 T180 T210
——Sorvete Sorvete com probidtico comercial ~ —&— Sorvete com LB1.5

Figura 1. pH de sorvete funcional acrescido de Lact. rhamnosus LB1.5 e Lact. rhamnosus
FRAGON (comercial), durante 210 dias, a -18 °C.

A técnica de conservacdo conhecida como crioconservacdo é amplamente utilizada em
produtos alimenticios devido a sua capacidade de reduzir a atividade microbiana. Porém, a
viabilidade celular de isolados probiéticos pode variar conforme o microrganismo e 0 processo
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tecnoldgico empregados. Especificamente, quando acrescidas a sorvetes, as bactérias laticas
podem promover a fermentacdo de aclcares presentes no leite e beneficiar o processo de
degradacdo do derivado lactico (35). Sendo assim, para produtos probiodticos submetidos a
congelamento, a avaliacdo da viabilidade celular e de acidificagdo do meio tornam-se essenciais
para manutencdo da funcionalidade do produto.

CONCLUSAO

Sorvete enriquecido com bactérias probioticas, ndo apenas torna-se uma alternativa
saudavel como alimento funcional, mas também oferece beneficios adicionais como culturas
acidificantes e atividade antimicrobiana. Estudos como este possibilitam o desenvolvimento de
produtos alimentares inovadores que promovem salde intestinal e combatem microrganismos
indesejados. Investir em pesquisas com bactérias acido laticas, portanto, contribui para a
promocao da salde e do bem-estar da populacao.
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